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Abstract 

Dottorato di Ricerca in Scienze Chimiche                    1 

Abstract 

 The study of all lipids in a biological system, known as lipidome, is defined with 

the term “lipidomics, and it has assumed between the scientists considerable 

importance and attention in the last decades. Lipid samples from biological matrices 

are complex mixtures that require the use of appropriate sample treatments and 

chromatographic techniques for the separation of targeted and untargeted species in 

order to provide accurate identification and quantification. Lipids in their native 

form are usually analyzed by high performance liquid chromatography (HPLC). 

However, lipid compounds can also be studied in term of fatty acids, previous their 

conversion in specific derivatives, using gas chromatography techniques (GC). 

Almost all the techniques of chromatography involve the employment of the mass 

spectrometry (MS) due to the recent advances in this field and different types of 

instruments available on the market.  

The present PhD. thesis is placed into the lipidomics context, and it has consisted 

in the development of rapid, greener, and alternative analytical techniques, and 

improvement of the established methods, for the characterization of complex lipid 

matrices. In detail, my research consisted in the development of a supercritical fluid 

extraction (SFE) strategy to produce oil from vegetable seeds such as Opuntia ficus-

indica seeds. In addition, the research provided the optimization of a fast GC 

tandem mass spectrometry (MS/MS) under milder electron ionization conditions 

for the monitoring of vitamin D levels in human serum, as alternative procedure to 

conventional HPLC methods, Finally, a rapid and practicable fast GC-MS 

technique was developed for the measurement of short-chain fatty acids, including 

acetic, propionic, and butyric acids, in human plasma.  
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Capitolo 1 

Introduzione alla lipidomica: dalle strutture molecolari alla biosintesi e 

metabolismo dei lipidi 

1.1 Introduzione alle scienze omiche  

Le scienze omiche rappresentano l’insieme delle discipline biomolecolari che si 

occupano dello studio globale di vari insiemi molecolari all’interno dei sistemi 

biologici. Queste discipline utilizzano tecnologie avanzate per analizzare in modo 

sistemico le informazioni biologiche su larga scala, con l’obiettivo di comprendere 

meglio i processi complessi che stanno alla base dei processi fisiologici e patologici. 

Le principali scienze omiche includono le seguenti discipline: genomica, 

transcrittomica, proteomica, e infine metabolomica. La disciplina che studia l’intero 

patrimonio genetico di un organismo, ovvero il suo genoma, è definita genomica ed 

ha consentito di mappare e analizzare i genomi di numerosi organismi negli ultimi 

anni, fornendo informazioni utili sulla struttura, funzione ed evoluzione dei geni. 

La genomica ha portato quindi a sorprendenti cambiamenti della biologia, aprendo 

nuove frontiere nel campo della genetica delle malattie, della biotecnologia e della 

medicina personalizzata [1, 2]. All’interno delle principali scienze omiche vi è la 

transcriptomica, la disciplina che si occupa dello studio degli RNA messaggeri 

(mRNA) prodotti dalle cellule di un organismo in un determinato momento, noto 

come transcriptoma [3]. Questa disciplina ambisce a comprendere i modelli di 

espressione genica e come questi variano nelle differenti condizioni fisiologiche, 

sviluppi, e risposte a fattori esterni. La transcriptomica fornisce una visione 

dettagliata della regolazione genica, consentendo di identificare i meccanismi 

molecolari alla base delle malattie e delle risposte cellulari agli stimoli. Altra 

disciplina tra le scienze omiche è rappresentata dalla proteomica che studia 
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l’insieme completo delle proteine espresse da un organismo, un tessuto, o una 

cellula in un determinato momento, noto come proteoma. Le proteine svolgono una 

vasta gamma di funzioni cellulari, incluso il trasporto di molecole, la catalisi di 

reazioni chimiche, la traduzione del segnale e la regolazione dell’espressione 

genica. La proteomica ricorre all’utilizzo di tecniche analitiche avanzate come la 

spettrometria di massa e la cromatografia liquida per identificare e quantificare le 

proteine, nonché per analizzare le loro modificazioni post-traduzionali e le 

interazioni [4-14]. Questa disciplina è fondamentale per comprendere la 

funzionalità delle proteine e il loro ruolo nelle malattie. La metabolomica studia 

invece i metaboliti, incluse piccole molecole prodotte e utilizzate nelle reazioni 

metaboliche cellulari. Questi metaboliti comprendono aminoacidi, acidi grassi, 

zuccheri e nucleotidi. La metabolomica fornisce quindi informazioni dettagliate 

dello stato metabolico di una cellula o di un organismo, utilizzando tecniche 

analitiche avanzate come la spettroscopia NMR oppure la spettrometria di massa 

[5]. L’analisi metabolomica è fondamentale per comprendere il metabolismo e la 

sua regolazione, nonché per identificare i biomarcatori di malattie e risposte 

terapeutiche.  

Il focus della presente tesi di dottorato è la lipidomica, una delle branche della 

metabolomica che studia l’insieme dei lipidi presenti in un sistema biologico noto 

come lipidoma. Questa disciplina è di fondamentale importanza per comprendere il 

ruolo dei lipidi nei processi fisiologici e patologici, offrendo nuove opportunità per 

la diagnosi e la prevenzione delle malattie. L’integrazione delle diverse discipline 

omiche permette una comprensione più completa e olistica dei sistemi biologici. 

Combinando i dati genomici, transcriptomici, proteomici, metabolomici e 

lipidomici, la ricerca è in grado di identificare le interazioni tra i vari componenti 
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molecolari e comprendere come questi contribuiscono alla funzionalità cellulare e 

allo sviluppo delle malattie [15, 16]. Un tale approccio integrato è fondamentale per 

lo sviluppo di terapie personalizzate e per la medicina di precisione. Le scienze 

omiche quindi rappresentano un’importante rivoluzione nella biologia e della 

medicina, offrendo strumenti potenti per esplorare la complessità dei sistemi 

biologici.  

1.2 La lipidomica 

La lipidomica è una branca emergente della metabolomica, come detto in 

precedenza, che ha lo scopo di studiare l'intero repertorio lipidico (il lipidoma) in 

un determinato sistema biologico. Essa non si limita solamente allo studio della 

struttura dei lipidi, ma si concentra anche sulle molecole con cui esse interagiscono, 

con il fine ultimo di comprenderne il metabolismo e le funzioni biologiche 

all'interno della cellula. L’interesse dei ricercatori nei confronti dei lipidi ha assunto 

notevole interesse negli ultimi decenni, da quando è emersa la loro importanza in 

processi fisiologici vitali nell’uomo, negli animali, nelle piante e nei microrganismi. 

È ormai infatti dimostrato che le alterazioni del metabolismo lipidico hanno 

conseguenze disastrose sulla salute dell'intero organismo, in quanto favoriscono 

l'insorgenza di malattie come l'aterosclerosi, il diabete, l'obesità, la fibrosi cistica, 

l’infertilità maschile e femminile, e il morbo di Alzheimer [16-20].  

Studi scientifici hanno dimostrato come le strutture lipidiche rappresentano una 

fonte essenziale di energia per organismi sia animali che vegetali [21-22], e 

risultano responsabili del mantenimento dell’integrità strutturale delle cellule, in 

quanto componenti principali delle membrane cellulari. Esse sono deputate alla 

regolazione ed alla segnalazione cellulare, seguono i cambiamenti metabolici 
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mantenendo la funzionalità il più costante possibile, mediante un continuo 

adattamento a fattori interni ed esterni. La conoscenza dettagliata dei meccanismi 

di interazione lipide-lipide e lipide-proteina ha elevato questa classe di molecole da 

mero bersaglio di enzimi a entità biologiche aventi un ruolo fondamentale nel 

mantenimento della salute dell'organismo.  

La lipidomica, grazie all'identificazione delle diverse migliaia di specie 

molecolari distribuite nelle cellule e nei tessuti, permette il monitoraggio delle 

variazioni qualitative e quantitative dell'assetto lipidico, sia in condizioni 

fisiologiche che patologiche. Tutto questo è stato reso possibile grazie agli 

avanzamenti tecnologici nel campo della chimica analitica, specie della 

spettrometria di massa, permettendo la rilevazione anche di minime variazioni 

all’interno del lipidoma. Tali aspetti sono particolarmente importanti considerata 

l'enorme complessità di questa classe di composti (una cellula di mammifero può 

contare da 1.000 a 2.000 specie lipidiche) [23-26]. La sfida analitica consiste quindi 

nel riuscire a determinare il maggior numero di specie lipidiche strutturalmente 

diverse tra loro, presenti anche a bassissime concentrazioni, nei sistemi biologici e 

stabilire eventuali biomarcatori per la cura e la prevenzione di particolari patologie. 

I lipidi sono sostanze che si trovano in alimenti di origine animale ma sono 

presenti anche nel regno vegetale; caratteristica fondamentale dei grassi è quella di 

essere insolubili in acqua (idrofobici) e per questo si distinguono nettamente dalle 

proteine e dai carboidrati. Tuttavia, esistono alcuni lipidi, per esempio i fosfolipidi, 

che presentano una discreta solubilità in acqua. Vista e considerata la notevole 

quantità di energia immagazzinata nelle loro catene idrocarburiche, e la loro unica 

capacità di organizzarsi in micelle o in doppi strati in ambiente acquoso, in passato 

si riteneva che i lipidi avessero solamente due funzioni all'interno dell'organismo: 
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fungere da riserva energetica e costituire la matrice strutturale delle membrane 

biologiche. In realtà, queste due importanti funzioni sono solamente due esempi di 

un'ampia gamma di ruoli fisiologici che includono anche la segnalazione intra ed 

intercellulare, l'ancoraggio di proteine di membrana e il mantenimento di gradienti 

elettrochimici [27-29]. Pertanto, i grassi alimentari sono essenziali per lo sviluppo, 

la crescita e il mantenimento di un buono stato di salute, oltre che contribuire 

all’appetibilità, al gusto e alla struttura degli alimenti.  

La lipidomica rappresenta un’importante risorsa della medicina preventiva, 

poiché può consentire l’identificazione di biomarcatori lipidici correlati a 

determinate patologie. Può quindi essere utilizzata nella prevenzione di malattie 

cardiovascolari, neurodegenerative e metaboliche [30-33]. Ad esempio, alcuni studi 

di lipidomica hanno identificato numerosi tipi di lipidi bioattivi, come le ceramidi 

e gli sfingolipidi, che sono strettamente associati al rischio cardiovascolare [31-33]. 

Le ceramidi sono una classe di lipidi complessi presenti nella membrana cellulare, 

particolarmente abbondanti nella pelle, fondamentali nel mantenimento 

dell’integrità della barriera cutanea e nell’idratazione. Infatti, essi contribuiscono a 

formare una barriera protettiva sulla pelle che impedisce la perdita di liquidi (acqua) 

e protegge contro le sostanze nocive e gli eventuali patogeni. Con l’età la 

produzione delle ceramidi si riduce drasticamente, ciò contribuisce alla comparsa 

di rughe e perdita di elasticità della pelle. Per migliorare i livelli delle ceramidi nella 

pelle, si possono usare prodotti cosmetici e dermatologici che contengono ceramidi 

sintetici o derivati da fonti naturali. Inoltre, una dieta equilibrata e ricca di acidi 

grassi essenziali può supportare la produzione naturale delle ceramidi. Tuttavia, le 

ceramidi non sono importanti solo per la salute della pelle, hanno anche un ruolo 

significativo nella biologia cellulare e nella salute cardiovascolare. Per esempio, 
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studi recenti hanno dimostrato una correlazione tra i livelli delle ceramidi nel 

sangue e rischio di malattie cardiovascolari. Infatti, alti livelli di ceramidi 

promuovono l’infiammazione cronica, che rappresenta un fattore di rischio per le 

malattie cardiovascolari [32-33]. Inoltre, contribuiscono alla formazione di placche 

aterosclerotiche nelle arterie, un processo noto come aterogenesi che può 

restringere le arterie e aumentare il rischio di infarto e ictus [32-33]. Alti livelli di 

ceramidi possono essere inoltre associati a resistenza all’insulina, una condizione 

che può portare a diabete di tipo 2, noto fattore di rischio per le malattie 

cardiovascolari. Le ceramidi possono aumentare lo stress ossidativo nelle cellule 

endoteliali, danneggiando così i vasi sanguigni, contribuendo all’aterogenesi. Studi 

recenti hanno dimostrato come un dosaggio plasmatico di queste molecole potrebbe 

contribuire a prevenire incidenti cardiovascolari, considerando queste molecole 

come biomarcatori potenzialmente preziosi per valutare il rischio di malattie 

cardiache di un paziente. I fattori tradizionali per valutare questo rischio includono 

l'età, il sesso, se il paziente fuma o ha il diabete e le misurazioni di laboratorio dei 

lipidi come il colesterolo LDL. Tuttavia, questi indicatori non segnalano tutti coloro 

che sono in pericolo. Infatti, circa il 15% delle persone che soffrono di infarto non 

presenta alcun fattore di rischio standard [31-32]. Per ridurre i livelli delle ceramidi 

e il rischio cardiovascolare connesso, bisogna adottare diverse strategie, per 

esempio una dieta ricca di frutta, verdura, cereali integrali e grassi sani come gli 

acidi grassi omega-3. Praticare attività fisica regolare può migliorare la sensibilità 

all’insulina e quindi ridurre l’infiammazione, mentre nei casi in cui i livelli di 

ceramidi sono considerati un fattore di rischio significativo è possibile assumere 

farmaci. La ricerca continua ad oggi ad esplorare meccanismi attraverso i quali le 
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ceramidi influenzano la salute cardiovascolare e come queste molecole possono 

essere considerate target terapeutici per prevenire le malattie cardiovascolari.  

Gli sfingolipidi rappresentano un’altra importante classe di lipidi bioattivi che 

giocano un ruolo chiave nella patogenesi dell’aterosclerosi. Studi di lipidomica 

hanno rivelato che alterazioni dei profili degli sfingolipidi sono predittive dello 

sviluppo di placche aterosclerotiche [31]. Quindi l’identificazione di questi 

biomarcatori può facilitare la diagnosi precoce e la prevenzione dell’aterosclerosi.  

Alterazioni del metabolismo lipidico sono state riscontrate anche in differenti 

patologie neurodegenerative come il morbo di Alzheimer [30] e il morbo di 

Parkinson [34-35]. Ad esempio, nella malattia di Alzheimer sono state osservate 

alterazioni significative nei livelli di fosfolipidi e gangliosidi. Dati di letteratura 

hanno dimostrato come la lipidomica è in grado di determinare specifici profili 

medici associati a diverse fasi della malattia, suggerendo nuovi biomarcatori per la 

diagnosi precoce e monitoraggio della malattia. Anche nel morbo di Parkinson, 

alcuni studi di lipidomica hanno evidenziato cambiamenti nei livelli degli acidi 

grassi e colesterolo [34-35]. Queste alterazioni possono influenzare la funzione 

sinaptica e la neuroinfiammazione, offrendo nuovi spunti per strategie preventive e 

terapeutiche. Ancora, le malattie metaboliche come il diabete di tipo 2 e l’obesità, 

sono strettamente legate a disfunzioni del metabolismo lipidico. La lipidomica può 

aiutare a identificare i meccanismi molecolari alla base di queste condizioni e 

sviluppare interventi preventivi efficaci. Nel diabete di tipo 2, sono stati osservati 

cambiamenti nei profili degli acidi grassi e dei glicerolipidi. Specifici lipidi possono 

servire come biomarcatori per la resistenza all’insulina e il rischio di sviluppare il 

diabete, facilitando la diagnosi precoce e la prevenzione. Anche l’obesità è 

associata a un cambiamento complesso del lipidoma, con alterazioni dei livelli di 
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vari lipidi, inclusi i trigliceridi e i fosfolipidi. Questi cambiamenti possono 

influenzare il metabolismo energetico e la segnalazione infiammatoria, offrendo 

target per interventi preventivi.  

Sulla base delle premesse fin qui descritte, è possibile affermare come la 

lipidomica rappresenta una frontiera promettente soprattutto nella cura e 

prevenzione di molteplici patologie. Le sue numerose applicazioni nella diagnosi 

precoce e nel monitoraggio di patologie cardiovascolari, neurodegenerative e 

metaboliche offrono nuove opportunità per interventi preventivi mirati e il futuro 

della medicina preventiva sarà sempre più influenzato da questa disciplina 

innovativa. 

1.3 Classificazione dei lipidi 

I lipidi, comunemente noti come grassi, sono una classe di composti organici 

costituiti da catene alifatiche la cui scarsa polarità dei legami si riflette nella 

caratteristica solubilità in solventi apolari ma non in fase acquosa. I lipidi sono 

classificati generalmente in otto categorie in base alla loro struttura chimica e alle 

loro funzioni biologiche come di seguito indicato: acidi grassi, glicerolipidi, 

glicerofosfolipidi, sfingolipidi, glicolipidi o saccarolipidi, steroidi, isoprenoidi e 

polichetidi [23, 25, 36-37]. Le formule di struttura generiche o di molecole 

rappresentative di questi otto tipi di lipidi, assieme alle caratteristiche e alle funzioni 

principali, sono indicate in Tabella 1.1.  

In base alla loro capacità di formare saponi attraverso il processo di 

saponificazione, le molecole lipidiche vengono anche classificate in lipidi 

saponificabili (acidi grassi, glicerolipidi, glicerofosfolipidi, sfingolipidi e 

glicolipidi) e lipidi non saponificabili (steroidi, isoprenoidi e polichetidi). Nei primi 
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una reazione di idrolisi determina la rottura di un legame estereo per aggiunta di 

una soluzione alcalina (idrossido di sodio oppure di potassio) e formazione di un 

alcool e sale metallo-alcalino dell’acido carbossilico, mentre i secondi che non 

contengono molecole di acidi grassi non sono idrolizzabili [23, 36-38]. 

Tabella 1.1 Classificazione dei lipidi, strutture, caratteristiche e loro funzioni. 

Categoria Struttura Caratteristiche Funzioni 

Acidi grassi         R-COOH 

Acidi carbossilici con 

catena laterale R di 

lunghezza variabile 

Costituenti 

delle 

principali 

classi dei 

lipidi 

Glicerolipidi o 

triacilgliceroli o 

trigliceridi 

 
 

Triesteri del glicerolo non 

polari insolubili in acqua 

Costituenti 

dei gassi e 

oli, fungono 

da riservava 

energetica 

accumulando

si negli 

adipociti, 
proteggono 

nei confronti 

di traumi e 

variazioni di 

temperatura 

Glicerofosfolipi

di o 
Fosfogliceridi 

 

Costituiti da glicerolo-3-

fosfato, le cui posizioni C1 

e C2 sono esterificate con 

acidi grassi, sono molecole 
anfiliche dotate di code 

apolari idrofobi e teste 

polari idrofile 

Principali 

costituenti 

del doppio 

strato lipidico 

delle 

membrane 

biologiche, 
mediano i 

segnali 

biochimici 

comportando

si da 

messaggeri di 

membrana 

Sfingolipidi 

 

Derivano dalla sfingosina 

amminoalcol a 18 atomi di 

carbonio; si suddividono in 

sfingomieline, cerebrosidi e 
gangliosidi 

Costituenti 

delle 

membrane 

cellulari; 

fonti per la 

produzione di 
lipidi più 

piccoli 
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Glicolipidi o 

saccarolipidi 

 

Al gruppo COO- dell’acido 

grasso è direttamente 

connessa una molecola di 

uno zucchero 

Costituenti 

delle 

membrane 

cellulari 

Steroidi 

 

Derivati del 

ciclopentanoperidofenantre

ne, costituito da quattro 

anelli non planari fusi 

Costituenti 

delle 

membrane 

plasmatiche; 

fungono da 

ormoni e da 

molecole-

segnale; sono 
i precursori 

degli acidi 

biliari 

Isoprenoidi o 

terpenoidi 

 

Costituiti da unità a cinque 

atomi di carbonio con il 

medesimo scheletro 

molecolare dell’isoprene 

Fungono da 

pigmenti, 

ormoni, 

vitamine 

liposolubili, 

antiossidanti 

e agenti di 

difesa 

Polichetidi 

 

Sono lattoni macrociclici 

tensionati costituiti da un 

numero di atomi di 

carbonio variabile da 14 a 

40 o da sistemi complessi di 

anelli aromatici 

Utilizzati 

come agenti 

antimicrobici, 

antiparassitari 

e anticancro; 

alcuni sono 

delle potenti 
tossine 

Da un punto di vista biologico e quindi in base alle funzioni che essi svolgono 

all’interno dei sistemi biologici, i lipidi vengono classificati in lipidi di riserva, per 

esempio i trigliceridi che accumulandosi negli adipociti, forniscono energia 

chimica, in lipidi strutturali come i fosfolipidi che costituiscono le membrane 

biologiche, e infine in lipidi regolatori che sono precursori di ormoni e vitamine 

liposolubili. 

1.3.1 Gli acidi grassi 

Gli acidi grassi sono acidi carbossilici contenenti un numero variabile di atomi 

di carbonio, generalmente un numero pari. Essi sono i componenti comuni dei lipidi 
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complessi, nei quali sono presenti attraverso un legame estereo con alcoli di vario 

genere, ad esempio glicerolo, sfingosina, e steroli. Chimicamente sono costituiti da 

una catena alifatica con un gruppo carbossilico ad un’estremità (-COOH), e un 

gruppo metilico (CH3) nell’altra estremità. La presenza del gruppo carbossilico 

all’estremità della catena idrocarburica rende queste molecole anfipatiche; le più 

diffuse in natura sono le specie a 16 e 18 atomi di carbonio. Gli acidi grassi con 

catene fino a otto atomi di carbonio sono tutti idrosolubili; dimensioni maggiori 

della catena idrocarburica rendono invece gli acidi grassi pressoché insolubili in 

acqua [23, 39-41]. A seconda del grado di insaturazione della catena idrocarburica, 

gli acidi grassi sono classificati in saturi (SFAs, saturated fatty acids) o insaturi 

(UFAs, unsaturated fatty acids). In aggiunta, gli acidi grassi insaturi sono suddivisi 

in monoinsaturi, generalmente definiti come MUFAs (monounsatured fatty acids) 

caratterizzati da un solo doppio legame lungo la catena carboniosa, oppure 

polinsaturi o PUFAs (polyunsaturated fatty acids) con almeno due o più doppi 

legami separati da gruppi metilenici. In Figura 1.1 sono riportati alcuni esempi di 

strutture chimiche degli acidi grassi saturi, monoinsaturi e polinsaturi appena 

descritti.  
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Figure 1.1 Strutture chimiche degli acidi grassi stearico (SFA), oleico (MUFA) e 

linoleico (PUFA). 

La presenza di un doppio legame lungo la catena carboniosa dell’acido grasso 

genera inoltre una condizione di isomeria cis-trans e quindi esistono due varianti 

per ogni grado di insaturazione come raffigurato in Figura 1.2 Gli isomeri cis, più 

abbondanti nei grassi animali e vegetali, sono caratterizzati da un angolo rigido 

all’interno della catena idrocarburica che si traduce in un impacchettamento lasso e 

meno compatto rispetto agli acidi grassi saturi [23, 39-41]. La configurazione di 

tipo trans, si ottiene in genere a seguito di trasformazioni tecnologiche e industriali 

a carico degli acidi grassi cis, per esempio il processo di lavorazione della margarina 

che prevede una reazione di idrogenazione dei doppi legami con formazione di 

isomeri trans. La configurazione strutturale di tipo trans determina un andamento 

lineare della struttura molecolare dell’acido grasso con conseguente 

impacchettamento stretto e compatto, tipico dei grassi insaturi naturali. Questa 

distinzione è fondamentale dal punto di vista nutrizionale perché le forme cis 

Acido grasso monoinsaturo

Acido oleico

Acido grasso saturo

Acido stearico

Acido grasso polinsaturo

Acido linoleico
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vengono rapidamente metabolizzate, mentre le trans subiscono un processo 

metabolico più lento. 

 

Figura 1.2. Configurazione cis/trans di un doppio legame distribuito lungo la 

catena carboniosa di un doppio legame. 

Gli acidi grassi con un numero di atomi di carbonio inferiore a 6 unità sono 

generalmente classificati con l’acronimo di SCFAs (short-chain fatty acids), cioè 

acidi grassi a catena corta. Quando il numero degli atomi di carbonio dell’acido 

grasso è compreso tra 6 e 12 unità, il composto è classificato come MCFAs 

(medium-chain fatty acids) oppure acido grasso a catena media; sono classificati 

come acidi grassi a catena lunga o LCFAs (long-chain fatty acids), quei composti 

con più di 12 atomi di carbonio.  

Nel mondo animale prevalgono gli acidi grassi saturi a 16 e 18 atomi di carbonio 

denominati acido palmitico e acido stearico, rispettivamente. Gli acidi grassi 

insaturi, invece, si trovano prevalentemente negli oli vegetali e grassi animali 

provenienti da specie che vivono a basse temperature. Tra questi, il più diffuso è 

sicuramente l’acido oleico con 18 atomi di carbonio lungo la sua catena carboniosa 

e un solo doppio legame localizzato in posizione 9 della catena acilica (C18:1ω9); 

tra i PUFAs più diffusi vi sono gli acidi linoleico (C18:2ω6) e il linolenico 

cis trans
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(C18:3ω3) con 18 atomi di carbonio, 2 e 3 doppi legami lungo la catena carboniosa, 

rispettivamente. A differenza del regno terrestre in cui i lipidi presentano all’interno 

delle loro strutture acidi grassi con 16 e 18 atomi di carbonio, il regno marino è 

particolarmente ricco di acidi grassi con 20 e 22 atomi di carbonio come l’acido 

eicosapentaenoico (C20:5ω3) e docosaesanoico (C22:6ω3). 

La nomenclatura degli acidi grassi prevede l’impiego di due differenti sistemi: 

IUPAC e sistematica. Mentre la nomenclatura IUPAC utilizza il nome dell’alcano 

corrispondente (per esempio pentano) e sostituisce il suffisso -ano con la parola -

oico (per esempio, acido pentanoico), la nomenclatura sistematica utilizza i nomi 

comuni degli acidi grassi (per esempio acido valerico). Per indicare l’eventuale 

presenza di un doppio legame lungo la catena carboniosa dell’acido grasso, è 

possibile impiegare in maniera indistinta la nomenclatura “Δ” che indica la 

posizione del doppio legame iniziando a contare il numero degli atomi di carbonio 

a partire dall’estremità carbossilica (per esempio, acido cis,cis-Δ9,Δ12 

octadecadienoico), oppure la nomenclatura “n-ω” che invece identifica la posizione 

solo del primo doppio legame lungo la catena carboniosa contando il numero degli 

atomi di carbonio a partire dalla porzione terminale della molecola (C18:2ω6). In 

Tabella 1.2 è riportata una lista dei più comuni acidi grassi riportati in letteratura e 

loro rispettive nomenclatura IUPAC e sistematiche. 

Tabella 1.2. Lista di alcuni acidi grassi e loro nomenclature (IUPAC e sistematica) 

riportati comunemente in letteratura 

NOMENCLATURA IUPAC 
NOMENCLATURA 

SEMPLIFICATA 

NOMENCLATURA 

SISTEMATICA 

Acido metanoico C1:0 Acido formico 

Acido etanoico C2:0 Acido actico 

Acido propanoico C3:0 Acido propinico 

Acido butanoico C4:0 Acido butirrico 

Acido pentanoico C5:0 Acido valerico 

Acido esanoico C6:0 Acido caproico 
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Acido eptanoico C:7 Acido enantico 

Acido ottanoico C:8 Acido caprilico 

Acido nonanoico C9:0 Acido pelargonico 

Acido decanoico C10:0 Acido caprico 

Acido undecanoico C11:0 Acido undecilico 

Acido dodecanoico C12:0 Acido laurico 

Acido tridecanoico C13:0 Acido tridecanoico 

Acido tetradecanoico C14:0 Acido miristico 

Acido cis-9-tetradecanoico C14:1n5 Acido miristoleico 

Acido pentadecanoico C15:0 Acido pentadecanoico 

Acido cis-10 pentadecanoico C15:1n5 Acido esadecanoico 

Acido esadecanoico C16:0 Acido palmitico 

Acido cis- 9-esadecanoico C16:1n7 Acido palmitoleico 

Acido cis,cis- 5,8-esadecanoico C16:2n7 Acido 7-palmitoleico; acido ipogeico 

Acido eptadecanoico C17:0 Acido margarico 

Acido cis-10-eptadecanoico C17:1n7 Acido margaroleico 

Acido ottadecanoico C18:0 Acido stearico 

Acido cis-9-ottadecanoico C18:1n9 Acido oleico 

Acido cis-11-ottadecanoico C18:1n7 Acido vaccenico 

Acido cis, cis- 9,12- octadecadienoico C18:2n6 Acido linoleico 

Acido cis, cis, cis-3,9,12-

ottadecatrienoico 
C18:3n6 Acido linoleico 

Acido cis, cis, cis- 9,12,15- 

octadecatrienoico 
C18:3n3 Acido linolenico 

Acido nonadecanoico C19:0 Acido nonadecilico 

Acido eicosanoico C20:0 Acido arachidonico 

Acido cis-11-eicosenoico C20:1n9 Acido gondoico 

Acido 11,14- eicosadienoico C20:2n6 Acido eicosadienoico 

Acido 8,11,14- eicosatrenoico C20:3n6 Acido diomo-linolenico 

Acido 5,8,11,14- eicosatetraenoico C20:4n6 Acido arachidonico 

Acido cis-11,14,17-eicosatrienoico C20:3n3 Acido 11-14-17-eicosatrienoico 

Acido cis-5,8,11,14,17-

eicosapentaenoico 
C20:5n3 Acido eicosapentaenoico (EPA) 

Acido eneicosanoico C21:0 Acido einecosilico 

Acido docosanoico C22:0 Acido beenico 

Acido cis-13-docosenoico C22:1n9 Acido erucico 

Acido cis-4,7,10,13,16,19-

docosaesaenoico 
C22:6n3 Acido docosaesanoico (DHA) 

Acido tricosanoico C23:0 Acido tricosilico 

Acido tetracosanoico C24:0 Acido lignocerico 

Acido cis-15- tetracosenoico C24:1n9 Acido nervonico 

Gli acidi grassi saturi sono una classe di composti organici caratterizzati 

dall’assenza di doppi legami tra gli atomi di carbonio della loro catena alifatica. 

Questa saturazione conferisce loro proprietà fisiche e chimiche specifiche che li 

distinguono dagli acidi grassi insaturi. Acidi grassi saturi hanno la formula generale 

CH3-(CH2)n-COOH, dove n varia a seconda della lunghezza della catena 

carboniosa. La mancanza di doppi legami porta una struttura lineare e flessibile che 



 

 

Capitolo 1. Introduzione alla lipidomica 

Dottorato di Ricerca in Scienze Chimiche  18 
 

facilita l’impacchettamento delle molecole, rendendo questi acidi grassi solidi a 

temperatura ambiente se la catena è abbastanza lunga. La nomenclatura degli acidi 

grassi saturi segue le convenzioni IUPAC, alcuni esempi di acidi grassi saturi 

comuni includono: l’acido butirrico (C4:0) trovato per esempio nel burro, oppure 

l’acido palmitico (C16:0) presente soprattutto nell’olio di palma e nei grassi animali 

[42]; l’acido stearico (C18:0) è comune nel burro di cacao e nei grassi animali. Per 

quanto riguarda le proprietà fisiche e chimiche degli acidi grassi saturi, questi 

presentano punti di fusione che aumentano con la lunghezza della catena 

carboniosa, ciò è dovuto alle forze di Van der Waals tra le catene lineari; per 

esempio, l’acido stearico ha un punto di fusione di 69,6 °C, mentre l’acido butirrico 

fonde a circa -5 °C. Inoltre, gli acidi grassi saturi sono più stabili rispetto agli 

omologhi acidi grassi insaturi perché non avendo doppi legami, sono meno 

suscettibili a reazioni di ossidazione. Gli acidi grassi saturi sono presenti in varie 

fonti alimentari che includono: carne, burro, latte e formaggi mentre le fonti vegetali 

includono l’olio di cocco e l’olio di palma; la distribuzione degli acidi grassi saturi 

può variare significativamente tra le diverse fonti alimentari. Gli acidi grassi saturi 

sono un’importante fonte di energia, sono metabolizzati all’interno dei mitocondri 

delle cellule tramite la beta ossidazione, producendo acetil-CoA, che entra nel ciclo 

dell’acido citrico per produrre ATP. Il consumo eccessivo di acidi grassi saturi è 

stato associato a un aumento del rischio di malattie cardiovascolari, gli studi hanno 

infatti dimostrato che elevati livelli di acidi grassi saturi nella dieta possono 

aumentare i livelli di colesterolo LDL (lipoproteine a bassa densità) nel sangue, uno 

dei fattori di rischio per l’aterosclerosi. I grassi saturi trovano diverse applicazioni 

nell’industria alimentare, cosmetica e farmaceutica. Vengono utilizzati nella 

produzione di margarina, saponi, cosmetici e come intermedi chimici per la sintesi 
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di altri composti organici. Il loro impatto sulla salute umana richiede una gestione 

attenta del loro consumo nella dieta. Studi futuri potrebbero approfondire 

ulteriormente i meccanismi attraverso i quali gli acidi grassi saturi influenzano la 

salute cardiovascolare e sviluppare strategie per mitigare i loro effetti negativi [7-

8, 26, 43]. 

Gli acidi grassi monoinsaturi, cosiddetti MUFAs, sono contraddistinti dalla 

presenza di un solo doppio legame lungo la catena carboniosa che conferisce loro 

particolari proprietà chimiche e fisiche. Infatti, il doppio legame è generalmente 

presente in natura in configurazione cis, il che crea una piega nella molecola 

riducendo la capacità delle molecole di impilarsi strettamente e abbassando così il 

punto di fusione rispetto al corrispondente acido grasso saturo. I MUFAs hanno una 

catena carboniosa che varia in natura solitamente dai 10 ai 22 atomi di carbonio. 

Tra i più comuni MUFAs, troviamo sicuramente l’acido oleico (C18:1ω9) 

appartenente alla famiglia degli acidi grassi omega-9, ossia la fonte alimentare più 

ricca è rappresentativa dall’olio d’oliva. L’acido oleico presenta degli effetti 

benefici a carico del sistema cardiovascolare; infatti, è stato dimostrato il suo 

coinvolgimento nel mantenimento dei livelli normali del colesterolo nel sangue ed 

in particolare dei livelli del colesterolo LDL, e di ridurre i valori della pressione 

arteriosa. L’Autorità europea per la sicurezza alimentare (EFSA), ha infatti 

autorizzato l’impiego di prodotti a base di acido oleico con l’indicazione del 

mantenimento nella normalità dei livelli di colesterolo; l’Autorità europea precisa, 

infatti, che “la sostituzione dei grassi saturi nella dieta con grassi insaturi come 

l’acido oleico contribuisce al mantenimento dei normali livelli di colesterolo nel 

sangue” [44]. Anche la frutta secca, ed in particolare le noci e le nocciole, così come 

i semi di girasole sono buone fonti di MUFA. 
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Tuttavia, non tutti i MUFAs hanno effetti benefici per la salute. Infatti, esistono 

in natura alcuni acidi grassi che sono considerati nocivi per la salute dell’uomo, 

come l’acido erucico, oggetto di preoccupazione a causa dei suoi effetti negativi, 

specialmente se assunto in alte concentrazioni. Studi sugli animali hanno dimostrato 

che alti livelli di acido erucico possono causare accumulo di grasso nel muscolo 

cardiaco portando a cardiomiopatia lipidosica che può compromettere la 

funzionalità cardiaca [45]. L’acido erucico può inoltre interferire, con il 

metabolismo lipidico e provocare un aumento dei livelli dei lipidi nel sangue, che 

a lungo andare causano problemi cardiovascolari [45]. Anche se gli studi sugli 

animali indicano potenziali rischi, gli effetti diretti sugli esseri umani non sono 

completamente stati chiariti. Tuttavia, la commissione europea ha fissato un limite 

massimo di acido erucico negli alimenti per ridurre i potenziali rischi sulla salute: 

il limite massimo di acido erucico negli oli vegetali e nei grassi è del 5% del totale 

degli acidi grassi, mentre negli Stati Uniti la FDA limita il contenuto di acido 

erucico negli oli di colza a un massimo del 2% del totale degli acidi grassi. Anche 

se l’acido erucico ha applicazioni industriali e si trova in varie fonti alimentari, la 

preoccupazione per i suoi potenziali effetti negativi sulla salute ha portato a 

regolamentazioni rigorose per limitarne l’assunzione. La ricerca continua ad oggi a 

studiare gli effetti a lungo tempo sull’uomo per garantire la sicurezza alimentare. 

Gli acidi grassi MUFA rappresentano un’importante classe di lipidi con 

significativi benefici per la salute e numerose applicazioni industriali. La 

comprensione delle loro proprietà chimiche, fonti alimentari, e ruolo biologico è 

essenziale per sfruttare appieno il loro potenziale nelle scienze della salute e nelle 

tecnologie alimentari [44-46]. 
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Gli acidi grassi polinsaturi sono importanti da un punto di vista nutrizionale 

poiché l’organismo umano non è in grado di sintetizzarli a causa dell’assenza di 

due enzimi chiave (Δ12 desaturasi e Δ15 desaturasi) presenti invece nei vegetali. 

Pertanto, è necessario assumerli con la dieta e per questa ragione sono anche definiti 

come acidi grassi essenziali o semplicemente EFAs (essential fatty acids). Esempi 

di acidi grassi essenziali sono l’acido α-linolenico (C18:3ω3) e l’acido linoleico 

(C18:2ω6), rispettivamente precursori degli acidi grassi della serie ω-3 e ω-6 come 

raffigurato in Figura 1.3. L’acido α-linoleico e l’acido linoleico, sono fondamentali 

per il nostro organismo e la loro carenza provoca modificazioni dello stato di salute 

e rallentamenti nello sviluppo e crescita. L’acido α-linolenico è il precursore della 

serie ω-3 che, attraverso una serie di reazioni enzimatiche come l’allungamento e 

la desaturazione della catena carboniosa porta alla formazione di due importanti ed 

essenziali acidi grassi come l’acido eicosapentaenoico (EPA, C20:5ω3) e acido 

docosaesanoico (DHA, C22:6ω3). Ne sono particolarmente ricchi gli alimenti di 

origine marina. Alti livelli di EPA e DHA riducono il rischio di malattie 

cardiovascolari, ipertensione e infarto [47-50]; sono inoltre importanti per lo 

sviluppo della retina e della crescita fetale e neonatale [51], per questo vengono 

utilizzati nella formulazione di integratori per le future neomamme durante la 

gravidanza e l’allattamento. 
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Figura 1.3. Struttura molecolare degli acidi linoleico e α-linolenico, precursori 

degli acidi grassi della serie ω-6 e ω-3, rispettivamente. 

Le più comuni fonti di C18:3ω3 sono vegetali a foglia verde (spinaci), legumi, frutta 

secca, oli vegetali quali l’olio di lino e l’olio di soia. Invece, il capostipite della 

famiglia ω-6 è l’acido linoleico da cui hanno origine gli acidi γ-linoleico (C18:3ω6) 

e acido arachidonico (C20:4ω6), riscontrabili principalmente negli oli vegetali. 

Sono coinvolti nel processo infiammatorio, nell’immunità e nel funzionamento del 

sistema nervoso centrale.  

I primi derivati degli acidi grassi essenziali furono denominati “prostaglandine” 

poiché furono rivelati in piccole quantità nel liquido prostatico e nella prostata. 

Successivamente è stato evidenziato che tutte le cellule contengono gli acidi grassi 

essenziali e che i tessuti nervosi ne sono particolarmente ricchi. Infatti, oltre il 60% 

del peso del cervello è costituito da PUFAs, in particolare ω-3 [52]. In tale organo, 

l'acido grasso prevalente è il DHA e concentrazioni molto elevate si trovano anche 

nella retina e nelle sinapsi. Il DHA svolge un ruolo centrale per il funzionamento 

delle sinapsi, per la trasmissione dell’impulso nervoso, della retina, per ricevere gli 

stimoli visivi; è essenziale al funzionamento dei mitocondri, per produrre ATP, 
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sostanza chimica energetica vitale prodotta non solo nelle cellule nervose cerebrali. 

A livello del sistema nervoso centrale, gli acidi grassi essenziali ω-3, conferiscono 

alle membrane dei neuroni la fluidità necessaria alla progressione dell'impulso 

nervoso ed inoltre influiscono direttamente sulla produzione e la liberazione di due 

importanti neurotrasmettitori: la serotonina e la dopamina. Queste sostanze 

regolano il flusso delle informazioni trasmesse nelle sinapsi tra le cellule nervose 

per cui, in caso di livelli non adeguati, la trasmissione delle informazioni rallenta 

vistosamente con evidenti alterazioni psico comportamentali. La carenza alimentare 

degli ω-3 determina bassi livelli di serotonina che, più facilmente, si associano a 

stati depressivi o comportamenti violenti, mentre bassi livelli di dopamina si 

associano più spesso con il morbo di Parkinson o con deficit dell’attenzione 

(diminuzione della capacità di concentrarsi sui compiti immediati) [53]. Nella 

comunità scientifica l’interesse nei confronti degli acidi grassi PUFAs ω-3 è 

cresciuto vertiginosamente negli ultimi anni in virtù della constatazione 

epidemiologica della bassa incidenza di eventi cardiovascolari in popolazioni che 

consumano grandi quantità di pesce. [54-56] 

Se l’assunzione di acidi grassi ω-6 è maggiore di quella degli ω-3, maggiore sarà la 

produzione di metaboliti dell’acido linoleico, cioè acido γ-linolenico e acido 

arachidonico, e minore quella dei metaboliti dell’acido α-linolenico, ossia EPA e 

DHA. Ciò ha importanti implicazioni pratiche se si considera che i metaboliti 

derivati da C18:2ω6 e C18:3ω3 hanno effetti biologici profondamente diversi. 

L’acido α-linolenico è anche il precursore delle prostaglandine della serie 1, dei 

trombossani della serie 2 e dei leucotrieni della serie 4 che producono 

vasocostrizione, broncocostrizione, attivazione dei leucociti polimorfonucleati e 

aumento della permeabilità vascolare [57]. D’altra parte, L’EPA e il DHA sono i 
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precursori di prostaglandine della serie 3 e dei leucotrieni della serie 5 che 

favoriscono la vasodilatazione e riducono la broncocostrizione [49, 58].  

Nei paesi occidentali industrializzati il rapporto ω-6:ω-3 è ad oggi pari a 15:1. I 

motivi di questo rapporto così profondamente sbilanciato sono ascrivibili a una 

serie di fattori come di seguito descritto: elevato consumo di oli vegetali ricchi in 

ω-6, basso consumo di pesce, e infine scarso apporto di C18:3ω3 nelle carni 

provenienti da bovini alimentati con mangimi poveri di acidi grassi ω-3. 

Considerando che l’efficienza della conversione endogena di acido α-linolenico in 

EPA e DHA è limitata, a livello cardiovascolare si raggiungono maggiori benefici 

quando EPA e DHA vengono assunti con la dieta o sottoforma di integratori 

alimentari. Le fonti dietetiche di EPA e DHA sono pesci grassi quali salmone, 

tonno, sardine, acciughe, sgombri, aringhe. Tuttavia, negli ultimi anni vi è stato un 

forte incremento nelle vendite di integratori alimentari fortificati con grassi a base 

di ω-3 sottoforma di trigliceridi, di etil-esteri, o di acidi grassi liberi. Attualmente 

sono presenti sul mercato svariate formulazioni contenenti 1 g di EPA+DHA, 

indicate per il trattamento dell’ipertrigliceridemia (trigliceridi plasmatici superiori 

a 5.65 mmol/L). La Food and Drug Administration (FDA) per la prima volta nel 

2002, ha suggerito l’utilizzo di supplementi a base di EPA e DHA, per la 

prevenzione cardiovascolare secondo i seguenti criteri [46] in assenza di patologia 

cardiovascolare conclamata: 2 porzioni di pesce a settimana (equivalenti a circa 

400-500 mg di EPA e DHA); in presenza di patologia cardiovascolare: 1 g di 

EPA+DHA al giorno; pazienti con iper-trigliceridemia: 2-4g/die sotto supervisione 

medica. 

Tra le molteplici funzioni degli acidi grassi ω-3 fin qui descritte, è necessario 

riportare anche la loro funzioni strutturale visto che partecipano attivamente alla 
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sintesi dei fosfolipidi di membrana e sono presenti anche nelle membrane 

citoplasmatiche esterne, nelle membrane eritrocitarie, dei mitocondri e dei lisosomi 

[13]. Inoltre, gli ω-3 partecipano anche alla strutturazione delle varie frazioni 

lipidiche quali esteri del colesterolo, trigliceridi e fosfolipidi e ne influenzano il loro 

metabolismo. Il DHA ha soprattutto funzioni strutturali essendo presente nei 

fosfolipidi dei sinaptosomi cerebrali, nella retina e nei fosfolipidi dei canali di 

membrana del sodio. Il DHA svolge un ruolo importante nella maturazione 

cerebrale e nello sviluppo dell’apparato riproduttivo e retinico [59].  

Infine, gli ω-3 svolgono anche funzioni di regolazione metabolica nel nostro 

organismo e influenzano la fluidità e la permeabilità delle membrane svolgendo un 

ruolo importante nella regolazione degli scambi cellulari. Gli ω-3 sono componenti 

essenziali di numerosi enzimi (ATPasi, nucleotidasi, lipossidasi), contraggono 

rapporti con fattori vitaminici (vitamine A, E, B6) e intervengono nella regolazione 

degli scambi emo-tissutali, del trofismo e della funzione delle pareti vasali. Sono 

precursori di prostaglandine e leucotrieni ad azione vaso-dilatatrice e 

antiaggregante piastrinica (LTB5, PGI3). Gli effetti ateroprotettivi degli acidi grassi 

ω-3 sul rischio cardiovascolare sono molteplici, modulano infatti il metabolismo 

delle lipoproteine ricche in trigliceridi in soggetti ipertrigliceridemici e 

normolipidemici; essi riducono la trigliceridemia post-prandiale e favoriscono la 

clearance epatica delle lipoproteine ricche in trigliceridi. Regolando la pressione 

arteriosa, gli acidi grassi ω-3 sembrano esercitare un modesto effetto ipotensivo 

dose-dipendente che diventa più evidente in pazienti ipertesi. L’effetto ipotensivo 

è riconducibile alla capacità degli ω-3 di promuovere la sintesi endoteliale di agenti 

vasodilatanti quali ossido nitrico e prostaciclina [60]. Sono inoltre coinvolti nella 

modulazione emostatica: l’EPA è il precursore dei prostanoidi ad azione 
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vasodilatante, anti-aggregante e antinfiammatoria (es PGI3). Gli acidi grassi ω-3 

riducono la produzione di citochine infiammatorie quali TNF-α, IL-6, IL-1β [61]. 

Tali effetti, insieme al potenziamento della fibrinolisi, alla riduzione della sintesi di 

fibrinogeno, del fattore VII rendono ragione dell’azione antitrombotica e 

antiinfiammatoria degli ω-3 [47]. Gli ω-3 presentano effetti favorevoli sulla 

stabilità elettrica del miocardio, la proprietà antiaritmica consiste in una lieve 

iperpolarizzazione delle membrane plasmatiche dei miociti cardiaci; 

l’iperpolarizzazione determina un aumento della differenza del potenziale 

diastolico transmembrana e spostamento della soglia di apertura dei canali del sodio 

verso valori più positivi. È’ stato dimostrato che gli ω-3 sono capaci di prolungare 

di circa 3 volte il periodo refrattario della cellula muscolare cardiaca; ne consegue 

una maggiore resistenza del miocardio alla comparsa delle aritmie letali quali la 

fibrillazione ventricolare [62]. L’azione di stabilizzazione elettrica sembra essere 

legata alla capacità degli ω-3 di inibire i canali L del calcio e ridurre così la 

liberazione del calcio dal reticolo sarcoplasmatico prevenendo i post-potenziali 

aritmogeni [48, 63]. Le proprietà ateroprotettive degli ω-3, EPA e DHA, sono state 

ampiamente documentate; il costo e la scarsa disponibilità di pesce e di olio di 

pesce, fonti principali di EPA e DHA, ne limitano il consumo in alcuni paesi nei 

quali l’apporto con la dieta di questi composti è particolarmente scarso. È 

necessario quindi identificare fonti alternative di EPA e DHA che siano in grado di 

fornire quantità sufficienti di EPA e DHA per ottenere la dose giornaliera 

raccomandata (250-500mg).  

Gli acidi grassi a catena corta (SCFA, short chain fatty acids) come l’acido 

acetico, l’acido butirrico e l’acido propionico, rivestono un ruolo cruciale nel 

mantenimento della salute umana, ed in particolare per il benessere dell’intestino 
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(microbiota intestinale) svolgendo un ruolo significativo nella prevenzione e nel 

trattamento dei tumori intestinali [9-12]. Questi composti sono principalmente 

prodotti dalla fermentazione delle fibre alimentari da parte del microbiota 

intestinale e possiedono una vasta gamma di effetti benefici, ad esempio, 

influenzano vari meccanismi cellulari e molecolari che possono ridurre il rischio di 

sviluppare tumori nel tratto gastrointestinale.  

L’acido acetico, ad esempio è il SCFA più abbondante nell’intestino e svolge 

una funzione importante nella regolazione dell’appetito e nella riduzione dei livelli 

di glucosio nel sangue [64]. Studi recenti hanno dimostrato che l’acido acetico può 

contribuire nella gestione del peso corporeo e alla prevenzione del diabete di tipo 

2, migliorando la sensibilità all’insulina e modulando le risposte metaboliche a 

livello sistemico [64].  

L’acido propionico svolge un ruolo importante nel metabolismo lipidico e nella 

modulazione del sistema immunitario. Esso può contribuire alla riduzione dei livelli 

di colesterolo plasmatico, influenzando la sintesi e l’escrezione degli acidi biliari e 

modulare la risposta immunitaria riducendo l’infiammazione sistemica. Quest i 

effetti possono contribuire alla riduzione del rischio di malattie cardiovascolari e di 

altre patologie infiammatorie croniche [65-66]. L’acido propionico ha dimostrato 

di avere effetti antiproliferativi sulle cellule tumorali del colon, mentre l’acido 

acetico può contribuire alla regolazione dell’omeostasi cellulare e alla modulazione 

dell’ambiente infiammatorio nell’intestino.  

L’acido butirrico, invece, è essenziale per la salute della mucosa intestinale. 

Questo SCFA è la principale fonte di energia per le cellule epiteliali del colon e 

favorisce la proliferazione e la differenziazione di queste cellule, contribuendo al 

mantenimento dell’integrità della barriera intestinale. Inoltre, l’acido butirrico 
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possiede proprietà antinfiammatorie e antitumorali, infatti agisce come inibitore 

dell’istone deacetilasi (HDAC), un gruppo di enzimi che rimuovono gruppi acetile 

dall’istone, che a sua volta induce la differenziazione influenzando la struttura della 

cromatina e la trascrizione genica. L’inibizione delle HDAC da parte dell’acido 

butirrico porta a un’acetilazione aumentata dell’istone che a sua volta induce la 

differenziazione e l’apoptosi delle cellule tumorali, riducendo la proliferazione 

cellulare e la progressione del tumore. Inoltre, l’acido butirrico, modula le vie di 

segnalazione cellulare coinvolte nella crescita e nella sopravvivenza delle cellule 

tumorali. Può influenzare la via di segnalazione Wnt/-catenina, spesso alterata nei 

tumori del colon, promuovendo la differenziazione delle cellule e inibendo la loro 

proliferazione. Altre vie di segnalazione, come la via NF-B, sono anch’esse 

modulate dall’acido butirrico, riducendo l’infiammazione cronica che è un fattore 

di rischio per lo sviluppo del cancro. L’acido butirrico per le sue proprietà 

immunomodulatrici rappresenta un componente chiave nella modulazione della 

risposta infiammatoria intestinale.  

La produzione di SCFA è strettamente correlata alla composizione del 

microbiota intestinale e all’assunzione di fibre alimentari [67]. Diete ricche in fibra 

promuovono la fermentazione batterica che porta alla produzione di SCFA, da qui 

si evince l’importanza di un’alimentazione equilibrata per la prevenzione dei tumori 

intestinali. Studi epidemiologici suggeriscono che un elevato consumo di fibre è 

associato a un rischio ridotto di sviluppare tumori del colon e del retto, 

sottolineando il ruolo protettivo degli SCFA [9-12] 
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1.3.2 Acilgliceroli 

Generalmente, gli acidi grassi non si trovano in natura allo stato libero, ma 

prevalentemente sotto forma di esteri del glicerolo, formando così composti lipidici 

noti come acilgliceroli o acilgliceridi. Questi composti sono insolubili in acqua, ma 

si dissolvono nei solventi organici. Il glicerolo, essendo un alcol triossidrilico, può 

essere completamente esterificato (triacilgliceroli o trigliceridi) oppure 

parzialmente acilato (mono- e diacilgliceroli o mono- e digliceridi) [68]. Il 

triacilglicerolo, o trigliceride (TAG, triacylglycerol), è costituito da una molecola 

di glicerolo in cui ciascun gruppo ossidrilico è esterificato con un acido grasso. I 

TAGs contengono quindi tre acidi grassi e, considerando l’elevato numero di acidi 

grassi presenti in natura, esistono decine di migliaia di combinazioni possibili [69]. 

Tuttavia, non tutte queste combinazioni sono presenti in natura, poiché esistono 

solo alcune vie biosintetiche. Nonostante ciò, il numero di specie molecolari di 

TAG è molto alto. Le proprietà fisiche e chimiche dei TAGs variano in base alla 

lunghezza della catena carboniosa e al grado di insaturazione dei loro acidi grassi. 

Il glicerolo può essere esterificato con uno, due o tre acidi grassi differenti. Nel 

primo caso, il TAG conterrà tre residui acilici identici (ad esempio, la tripalmitina 

PPP la cui struttura è riportata in Figura 1.4), mentre gli esteri misti coinvolgono 

due o tre residui acilici diversi (ad esempio, il dipalmito-oleina PPO o il palmi-oleo-

linoleina POL). Se i residui acilici nelle posizioni 1 e 3 sono differenti, si forma un 

centro chirale nella molecola lipidica.  
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Figura 1.4. Struttura molecolare del trigliceride tripalmitina (PPP). 

I trigliceridi svolgono funzioni fondamentali negli organismi viventi, tra cui 

l’immagazzinamento dell’energia e la sintesi dei lipidi di membrana. Poiché sono 

altamente ridotti e anidri, i TAGs immagazzinano sei volte più energia rispetto alla 

stessa quantità di glicogeno idratato [70]. Inoltre, gli oli sotto forma di TAGs 

contengono più del doppio della densità energetica rispetto a masse equivalenti di 

carboidrati e proteine [71]. Sebbene i TAGs svolgano un ruolo essenziale nella 

fisiologia del corpo umano, un accumulo eccessivo di questi composti nel tessuto 

adiposo può provocare obesità e altre patologie. Ad esempio, un’eccessiva 

deposizione dei TAG nel muscolo scheletrico è associata alla resistenza all’insulina, 

nel fegato alla steatoepatite non alcolica, e nel cuore alla cardiomiopatia [72-73]. 

La biosintesi dei TAGs avviene attraverso due principali vie metaboliche: la via del 

glicerolo-fosfato, nota anche come via di Kennedy, e la via del monoacilglicerolo 

[70]. Il sistema enzimatico del glicerolo-fosfato è presente nella maggior parte delle 

cellule lipidiche di mammiferi e piante. Al contrario, la via del monoacilglicerolo è 

presente in cellule specifiche come enterociti, epatociti e adipociti. Il sistema 

enzimatico permette la sintesi dei trigliceridi nell’intestino tenue umano, dove 

questi composti sono sintetizzati a partire dai grassi alimentari idrolizzati [74-75]. 
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Nell’ultimo step di entrambe le vie biosintetiche, una molecola di acil-CoA e un 

diacilglicerolo vengono assemblati covalentemente per formare il TAG. Gli oli 

sotto forma di TAGs sono i composti di riserva energetica più abbondanti negli 

eucarioti, e il loro metabolismo svolge un ruolo chiave nell’equilibrio energetico 

cellulare, nell’omeostasi lipidica, nella crescita e nel mantenimento cellulare. Nelle 

piante, i TAGs svolgono molteplici ruoli, essendo la principale riserva di acidi 

grassi per la produzione di energia e la sintesi dei carboidrati durante la 

germinazione dei semi e lo sviluppo precoce delle piantine. Inoltre, sono essenziali 

per il normale sviluppo e crescita delle piante adulte. Le piante accumulano oli 

principalmente nei semi e nei frutti [71]. Gli oli vegetali rappresentano importanti 

fonti di alimenti, mangimi e materie prime industriali per una varietà di 

applicazioni, tra cui la produzione di biodiesel, che è una miscela di esteri di acidi 

grassi derivati dai TAGs. Attualmente, il biodiesel viene prodotto da colture 

oleaginose convenzionali, ma la produzione di combustibile basato su semi oleosi 

potrebbe soddisfare le esigenze mondiali senza compromettere 

l’approvvigionamento alimentare globale. È stato dimostrato che gli acidi grassi 

occupano posizioni specifiche nella molecola del triacilglicerolo [76]. Gli acidi 

palmitico e stearico [77, 78], e tutti quelli con un numero di atomi di carbonio 

superiore a 18 sono prevalentemente esterificati nelle posizioni 1 e 3 del glicerolo 

[79]. Nei grassi animali, la distribuzione degli acidi grassi è fortemente influenzata 

dalla composizione dell’alimentazione dell’animale. Di conseguenza, i TAG di 

origine animale mostrano una variabilità maggiore rispetto ai grassi o agli oli di 

origine vegetale [80]. 

I diacilgliceroli (DAGs, diacylglycerols) e i monoacilgliceroli (MAGs, 

monoacylglycerols) contengono rispettivamente due e una mole di acidi grassi per 
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mole di glicerolo come raffigurato negli esempi riportati in Figura 1.5. La loro 

presenza negli oli o nei grassi commestibili di origine animale o vegetale è molto 

bassa [81]. Tuttavia, i livelli dei DAGs e MAGs possono aumentare a causa 

dell’azione delle idrolasi durante la conservazione o la lavorazione degli alimenti.  

L’idrolisi dei TAG avviene tramite vapore ad alta pressione (70 bar) e ad una 

temperatura elevata (250 °C) [82]. Tuttavia, questo processo presenta svantaggi 

significativi, tra cui l’elevato consumo energetico, la bassa resa e la scarsa qualità 

dei prodotti [83]. Un metodo alternativo per la produzione di MAGs e DAGs è 

l’idrolisi enzimatica dei grassi e degli oli, effettuata a temperature e pressioni 

moderate. Alcune lipasi sono state utilizzate come biocatalizzatori per la 

produzione di DAGs e MAGs [84]. Le lipasi più comunemente impiegate 

nell’idrolisi dei grassi e oli sono enzimi extracellulari microbici, prodotti tramite la 

fermentazione di lieviti, funghi o batteri [85]. 

 

Figura 1.5. Struttura molecolare della monopalmitina (sopra) e della dipalmitina 

(sotto). 

I MAGs e i DAGs sono utilizzati principalmente come emulsionanti nel settore 

alimentare, farmaceutico e cosmetico [86]. Per quanto riguarda i monogliceridi, il 
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70% del consumo mondiale totale è destinato alla produzione di emulsionanti 

alimentari utilizzati in prodotti lattiero-caseari, margarine, prodotti da forno e salse 

[87]. I digliceridi, presenti come componenti naturali in vari grassi e oli, sono 

comunemente usati come emulsionanti e stabilizzanti nelle industrie alimentari, 

cosmetiche e farmaceutiche [88]. 

1.3.3 Fosfolipidi 

I fosfolipidi (PL) sono generalmente costituiti da un gruppo acilico, che rappresenta 

la porzione lipidica della molecola, e da un residuo di acido fosforico (vedi Figura 

1.6). I fosfolipidi si dividono in due ampie sottoclassi a seconda della presenza del 

glicerolo o della sfingosina. Queste differenze nella struttura di base influenzano la 

loro reattività. I glicerofosfolipidi (GL), componenti dei tessuti animali e vegetali, 

rappresentano la prima sottoclasse dei PL e contengono una struttura molecolare di 

base rappresentata dall’acido fosfatidico e una molecola legata al gruppo fosfato: 

colina (fosfatidilcolina, PC), glicerolo (fosfatidilglicerolo, PG), serina 

(fosfatidilserina, PS), etanolammina (fosfatidiletanolammina, PE) o inositolo 

(fosfatidilinositolo, PI) sono le strutture chimiche che generano la classe dei GL. 

Un’altra variante dei glicerofosfolipidi comprende i fosfonolipidi, che contengono 

un legame covalente tra l’atomo di fosforo e il carbonio della base azotata [89]. 

Questi fosfonolipidi sono sintetizzati dal fitoplancton, che costituisce la base delle 

catene alimentari degli oceani. La seconda classe dei PL è rappresentata dalle 

sfingomieline (SM), costituite da una base a catena lunga di sfingosina (trans-D-

eritro-1,3-diidrossi-2-amino-4-ottadecene), legata tramite un legame ammidico a 

un acido grasso e al gruppo fosfocolina. Le SM hanno una struttura simile a quella 

delle PC, con un gruppo idrofilo (fosfocolina) e due catene idrofobe di idrocarburi. 
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Questi composti lipidici sono presenti in tracce nelle piante e praticamente assenti 

nei batteri [90]. 

 

Figura 1.6. Struttura molecolare dei fosfolipidi più comuni. 

I fosfolipidi possiedono tipicamente una coda idrofobica, composta da due catene 

di acidi grassi, e una testa idrofila, in cui si trova il gruppo fosfato. Le catene degli 

acidi grassi possono variare sia per la lunghezza della catena di carbonio sia per il 

grado di insaturazione. In generale, una coda contiene un acido grasso insaturo con 

uno o più doppi legami, mentre l’altra coda presenta un acido grasso saturo. Le 

differenze nella lunghezza e nel grado di insaturazione degli acidi grassi sono 

rilevanti poiché influenzano la capacità delle molecole dei fosfolipidi di 

impacchettarsi tra loro, alterando così la fluidità della membrana [91]. Gli acidi 

grassi aventi catene carboniose più corte riducono la tendenza delle code 

idrocarburiche a interagire tra loro, mentre i doppi legami in configurazione cis 

creano pieghe nelle catene idrocarburiche, rendendo più difficile il loro 

impacchettamento, permettendo così alle membrane di rimanere fluide a 
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temperature più basse. La classe dei fosfolipidi è definita anfipatica o anfifilica 

poiché presenta sia caratteri idrofobici sia idrofili. La natura anfipatica di queste 

molecole causa la loro disposizione a doppio strato in ambiente acquoso. 

Generalmente, le molecole idrofile o polari sono solubili in acqua perché 

contengono gruppi carichi o gruppi polari non carichi che possono formare 

interazioni semplici o legami idrogeno con le molecole d’acqua. Al contrario, i 

composti idrofobici o non polari sono insolubili in acqua poiché i loro atomi non 

sono né carichi né polari e quindi non possono interagire con le molecole d’acqua. 

Se le molecole anfipatiche vengono disperse in acqua, tendono a raggrupparsi, 

riducendo l’energia libera dell’intero sistema acquoso. Per questi motivi, i composti 

fosfolipidici si aggregano spontaneamente disponendo le loro code idrofobiche 

all’interno ed esponendo le loro teste idrofile a contatto con l’acqua. In base a 

diversi fattori, i fosfolipidi possono assumere due principali disposizioni in 

ambiente acquoso. Nel primo caso, la proprietà anfipatica induce i fosfolipidi a 

formare un assemblaggio definito a doppio strato, o a “sandwich” come illustrato 

in Figura 1.7, in cui le regioni idrofile tendono a orientarsi verso la fase acquosa. 

Un’altra struttura macromolecolare adottata dai fosfolipidi, compatibile con il loro 

carattere anfipatico, è la micella sferica, con le code orientate verso l’interno e le 

teste a contatto con le molecole d’acqua. 
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Figura 1.7. Assemblaggio dei fosfolipidi definito a doppio strato o a “sandwich”. 

I fosfolipidi rappresentano i lipidi di membrana più abbondanti. In particolare, la 

fosfatidilcolina (PC), la fosfatidiletanolamina (PE), la fosfatidilserina (PS) e la 

sfingomielina (SM) sono le quattro principali classi di fosfolipidi predominanti 

nelle membrane plasmatiche delle cellule dei mammiferi [92]. Insieme, queste 

quattro classi costituiscono più della metà della massa lipidica della maggior parte 

delle membrane cellulari [92]. Le fosfatidilcoline sono solitamente i lipidi più 

abbondanti nelle membrane dei tessuti animali e rappresentano i principali 

componenti lipidici delle membrane vegetali, sebbene siano raramente presenti nei 

batteri [81]. Le fosfatidiletanolamine costituiscono la seconda classe dei fosfolipidi 

più abbondante nei tessuti animali e vegetali, e possono essere la principale classe 

lipidica nei microrganismi. Altri fosfolipidi, come i fosfatidilinositoli (PI), sono 

presenti in tracce ma rivestono un’importanza funzionale cruciale, ad esempio nel 

segnalamento cellulare [81]. Le lisofosfatidilcoline, contenenti solo un acido grasso 

nella molecola, sono talvolta presenti nei tessuti, ma come componenti minori. I 

fosfolipidi sono particolarmente abbondanti nella lecitina, una miscela di composti 
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chimici presente sia nei tessuti animali che negli oli vegetali. Tra tutti gli oli 

vegetali, l’olio di soia contiene la maggiore quantità di lecitina, che viene separata 

dall’olio grezzo attraverso il processo di raffinazione [93]. La lecitina grezza è un 

liquido viscoso che contiene circa il 60-70% dei fosfolipidi [94]. I fosfolipidi 

presenti nella lecitina sono componenti essenziali delle membrane cellulari e di 

conseguenza, fondamentali per la crescita, e il corretto funzionamento delle cellule 

[95]. Nel caso degli organismi marini, le catene di carbonio dei fosfolipidi sono 

particolarmente ricche di EPA e DHA. Inoltre, è stato riconosciuto che i fosfolipidi 

contenenti DHA sono lipidi benefici, in grado di promuovere la differenziazione 

delle cellule tumorali, indotta da agenti differenzianti, sia in cellule tumorali non 

fissative sia in quelle fissative [96-98]. 

1.3.4 Gli steroli 

Gli steroli rappresentano un ampio gruppo di composti lipidici dotati di diverse 

attività biologiche e proprietà fisiche. Gli steroli naturali presentano solitamente 

uno scheletro ciclopentano-peridrofenantrenico con una stereochimica specifica. 

Inoltre, la loro struttura molecolare comprende un numero di atomi di carbonio che 

varia da 27 a 30, un gruppo ossidrile legato al carbonio in posizione 3, e una catena 

laterale di almeno sette atomi di carbonio legata al carbonio in posizione 17 [99]. 

Gli steroli sono abbondanti nelle cellule eucariotiche, mentre sono rari negli 

organismi procariotici. In tutti i vertebrati, il colesterolo viene prevalentemente 

sintetizzato attraverso l’attività biosintetica di alcuni enzimi. Gli organismi 

invertebrati, invece, non possiedono i sistemi enzimatici necessari per la produzione 

di steroli e devono quindi assumerli dall’ambiente.  
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Nelle piante, il sitosterolo e lo stigmasterolo sono i composti sterolici più 

abbondanti [99], mentre il colesterolo è abbondante nei tessuti dei mammiferi e può 

essere presente sia come colesterolo libero (Chol) sia come esteri del colesterolo 

(CE) [100] (Figura 1.8). 

 

Figura 1.8. Struttura molecolare del colesterolo (sopra) e del colesterolo palmitato 

(sotto). 

Il colesterolo e i suoi esteri vengono trasportati nel sangue tramite lipoproteine, 

aggregati molecolari che includono proteine e una porzione di fosfolipidi che 

racchiude un nucleo di lipidi neutri, tra cui colesterolo, esteri del colesterolo e 

trigliceridi [101]. Le diverse combinazioni dei lipidi e proteine generano diversi 

trasportatori, classificati in quattro classi principali in base alla loro densità [102]: 

chilomicroni, lipoproteine a bassissima densità (VLDL), lipoproteine a bassa 

densità (LDL) e lipoproteine ad alta densità (HDL). I chilomicroni sono le 

lipoproteine più grandi e meno dense, e contengono una alta proporzione dei TAG 
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[102]. Le VLDL sono sintetizzate dal fegato e trasportano principalmente i TAG, 

ma contengono anche quantità inferiori di colesterolo libero ed esterificato. La 

perdita dei TAG trasforma le VLDL inizialmente in lipoproteine a densità 

intermedia (IDL) e successivamente in LDL. Queste ultime sono molto ricche in 

colesterolo e in esteri del colesterolo e sono deputate al trasporto del colesterolo 

verso i tessuti extraepatici, mentre le HDL sono coinvolte nel processo inverso 

[103-104]. Il colesterolo svolge funzioni importanti nel corpo umano. Innanzitutto, 

è un componente essenziale delle membrane cellulari e gioca un ruolo chiave nel 

mantenimento della fluidità della membrana. Recenti studi hanno evidenziato che 

il colesterolo occupa regioni specifiche del doppio strato della membrana, 

principalmente intercalandosi tra due fosfolipidi ed evitando il contatto diretto tra 

molecole di colesterolo [105]. La presenza di colesterolo aumenta la fluidità della 

membrana. Pertanto, più bassa è la fluidità, maggiore sarà la quantità di colesterolo 

richiesta. La riduzione della fluidità si verifica quando il contenuto di acidi grassi 

saturi supera i valori ottimali nella membrana fosfolipidica. Un contenuto non 

bilanciato di acidi grassi saturi è generalmente dovuto a un’assunzione di alimenti 

ricchi di SFA o dall’attivazione del sistema enzimatico FAS. (fatty acid synthase) 

La regolazione omeostatica della fluidità attiva la biosintesi del colesterolo se il 

livello degli acidi grassi saturi aumenta. Pertanto, come regola generale, gli SFA 

hanno un effetto rilevante sui livelli del colesterolo nel sangue umano. È noto, 

infatti, che la riduzione degli SFA nella dieta abbassa i livelli di colesterolo 

plasmatico [106]. Le principali fonti di colesterolo (Chol) nell’organismo umano 

sono due: il colesterolo assunto con la dieta (esogeno) e il colesterolo sintetizzato 

de novo (endogeno), prodotto nel fegato o nei tessuti extraepatici [107]. Secondo i 

dati del NHANES (National Health and Nutrition Examination Survey), le cinque 
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principali fonti alimentari di colesterolo nella popolazione americana (2005–2006) 

sono le uova e i piatti a base di uova, il pollo, il manzo e i piatti a base di manzo, 

gli hamburger e i formaggi [108]. Per mantenere l’equilibrio del colesterolo, 

bisogna tenere in considerazione che la sintesi endogena diminuisce con 

l’aumentare del colesterolo assunto con la dieta [109]. È stato ampiamente 

dimostrato che il colesterolo alimentare aumenta il rischio di malattie 

cardiovascolari (CVD, cardiovascular diseases), come confermato dalle 

raccomandazioni del Dietary Guidelines Advisory Committee del 2010, che ha 

consigliato alla popolazione degli Stati Uniti di non assumere più di 300 mg al 

giorno di colesterolo [110-111] Tuttavia, alcuni studi hanno dimostrato un aumento 

del rischio di CVD con l’assunzione del colesterolo alimentare, mentre altri hanno 

osservato una diminuzione del rischio o nessuna variazione con un consumo 

maggiore di colesterolo [112]. Per prevenire l’accumulo di colesterolo, esiste un 

sistema enzimatico chiamato colesterolo aciltransferasi (ACAT), che utilizza il 

colesterolo e l’acil-CoA a catena lunga come substrati per produrre esteri del 

colesterolo (CE) [113]. Il colesterolo viene esterificato nel citoplasma, dove i CE si 

accumulano e vengono immagazzinati sotto forma di goccioline lipidiche 

citoplasmatiche. Quando il colesterolo entra nella cellula, la velocità della sua 

biosintesi si riduce e aumenta la sua esterificazione con gli acidi grassi, mediata 

dall’enzima ACAT [114]. 

Il termine fitosteroli si riferisce, invece, ai composti sterolici presenti nelle 

piante. I fitosteroli sono sostanze naturali presenti nella dieta, principalmente come 

componenti minori degli oli vegetali [115]. I fitostanoli fanno parte di questo 

gruppo e si trovano in natura a concentrazioni più basse rispetto alle loro controparti 

non idrogenate (Figura 1.9). Di conseguenza, l’assunzione alimentare di fitostanoli 
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è molto inferiore rispetto a quella dei fitosteroli. La fonte naturale più ricca di 

fitosteroli è rappresentata dagli oli vegetali e dai loro derivati. Anche la frutta a 

guscio è ricca di fitosteroli, pur essendo consumata in quantità minori, può 

contribuire significativamente all’apporto totale dei fitosteroli. I prodotti 

cerealicoli, le verdure, la frutta e le bacche, pur non essendo altrettanto ricchi di 

fitosteroli, possono comunque rappresentare fonti significative di questi composti 

grazie al loro consumo elevato [116]. Gli esseri umani non sono in grado di 

sintetizzare i fitosteroli; pertanto, tutti i fitosteroli presenti nel sangue e nei tessuti 

umani derivano dalla dieta. Questi composti sono onnipresenti nel mondo vegetale, 

ma risultano più efficaci quando assunti con la dieta. Recentemente, è aumentata la 

produzione di alimenti contenenti fitosteroli. Inoltre, per migliorare la solubilità di 

questi composti negli alimenti contenenti grassi, i fitosteroli o i fitostanoli vengono 

esterificati con acidi grassi, creando un legame estere [117]. 

            

  

Figura 1.9. Struttura molecolare di alcuni fitosteroli e fitostanoli. 
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I fitosteroli più comuni nella dieta umana sono il β-sitosterolo e il campesterolo, 

(Figura 1.10) che rappresentano rispettivamente circa il 65% e il 30% dei fitosteroli 

presenti negli alimenti di origine vegetale [118]. I fitostanoli più comuni nella dieta 

umana sono il sitostanolo e il campestanolo, che insieme costituiscono circa il 5% 

dei fitosteroli alimentari [119]. I fitosteroli hanno la capacità di ridurre i livelli di 

colesterolo negli esseri umani [120-121]. Infatti, sono stati commercializzati come 

prodotto farmaceutico con il nome di citellina, utilizzato per il trattamento dei livelli 

elevati di colesterolo dal 1954 al 1982 [122]. Oggi è ben noto che un’elevata 

assunzione di steroli o stanoli vegetali può ridurre le concentrazioni di colesterolo 

totale e LDL nel siero umano, [123-124] diminuendo così il rischio di malattia 

coronarica [125]. Il consumo di 1,5–1,8 g al giorno di steroli o stanoli vegetali ha 

dimostrato di ridurre l’assorbimento del colesterolo del 30–40% [126]. In uno 

studio, è stato osservato che la diminuzione dell’assorbimento del colesterolo è 

associata a un aumento della sintesi del colesterolo, e un aumento dell’assunzione 

di fitosteroli è stato correlato a un incremento della sintesi endogena del colesterolo 

negli esseri umani [127]. Come già menzionato, il colesterolo è un componente 

importante della membrana cellulare dei mammiferi. La sostituzione del colesterolo 

con i fitosteroli ha dimostrato di alterare le proprietà fisiche delle membrane 

cellulari in vitro [128]. In alcuni studi provenienti da modelli animali di ictus 

emorragico suggeriscono che un’assunzione molto elevata di composti fitosterolici 

possa sostituire il colesterolo nelle membrane cellulari, aumentando la 

deformabilità e potenzialmente la fragilità delle cellule [129]. Esistono evidenze 

scientifiche che supportano il fatto che i fitosteroli e i loro derivati possiedono 

diverse attività biologiche, che promuovono la salute di animali, esseri umani e 

microrganismi, con pochi effetti avversi. Pertanto, il consumo regolare di steroli e 
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stanoli vegetali presenti negli alimenti naturali, non eccedendo i 3 g al giorno, è 

considerato salutare per l’uomo e per gli animali [117]. 

1.3.5 I glicolipidi 

I glicolipidi (GLs) sono composti formati da una coda lipidica idrofobica e da uno 

o più gruppi glucidici idrofilici legati tramite un legame glicosidico. La maggior 

parte dei glicolipidi è distribuita nelle membrane cellulari di organismi che vanno 

dai batteri all’uomo. In particolare, circa due terzi dei glicolipidi totali sono 

componenti delle membrane cellulari, come quelle dell’apparato del Golgi, degli 

endosomi, dei lisosomi, della membrana nucleare, del reticolo endoplasmatico e dei 

mitocondri [130]. La funzione principale dei glicolipidi è quella di conferire 

integrità strutturale alle membrane degli organismi tramite un esteso legame 

idrogeno tra i gruppi glicosidici delle teste polari [131]. Inoltre, essi svolgono un 

ruolo importante nelle funzioni cellulari, in particolare nella comunicazione 

intercellulare. La struttura di base di un glicolipide consiste in un gruppo mono- o 

oligosaccaridico legato a un gruppo glicerolo o sfingolipide con uno o due acidi 

grassi. Questi formano le classi dei glicoglicerolipidi e dei glicosfingolipidi, 

rispettivamente. 

Il termine glicoglicerolipide (GGL) si riferisce a glicolipidi contenenti mono-, di- o 

tri-saccaridi legati glicosidicamente al gruppo ossidrilico di un diacilglicerolo, 

come il monogalattosildiacilglicerolo (MGDG) e il digalattosildiacilglicerolo 

(DGDG) [131]. Il 1,2-diacil-sn-3-glicerolo è legato, tramite la posizione sn-3, 

(Figura 1.10) a un carboidrato, che è solitamente un mono- o disaccaride, meno 

comunemente un tri- o tetrasaccaride [132].  
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Figura 1.10. Strutture e nomenclatura dei glicolipidi contenenti un mono-(MGDG) 

e un disaccaride (DGDG) nella struttura molecolare. 

I MGDG e DGDG sono i principali componenti glicolipidici delle varie membrane 

dei cloroplasti. Queste sostanze lipidiche sono anche i lipidi più abbondanti in tutti 

i tessuti fotosintetici, inclusi quelli delle piante superiori, delle alghe e di alcuni 

batteri [133]. Inoltre, i glicoglicerolipidi sono ampiamente presenti nelle alghe 

marine [134-135]. I glicoglicerolipidi naturali possiedono spesso attività biologiche 

insolite e talvolta inaspettate, come attività antitumorali, antivirali e 

antinfiammatorie, che li rendono bersagli molecolari di grande interesse per 

numerose ricerche [136]. Ad esempio, alcuni autori [137-138] hanno rivelato che 

gli MGDG e i DGDG isolati da un cianobatterio (Phormidium tenue) e da un’alga 

Digalattosil (MGDG) 1,2-diacil-3--D-

galattopiranosil-Lglicerolo.  

Monogalattosildiacilglicerolo (MGDG) 

1,2-diacil-3--D-galattopiranosil-

Lglicerol.  
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verde d’acqua dolce (Chlorella vulgaris) hanno mostrato un effetto inibitorio sulle 

cellule tumorali. Molti glicoglicerolipidi isolati da piante terrestri sono stati 

segnalati anche per avere attività antinfiammatorie. Larsen et al. [139] hanno 

scoperto che i glicoglicerolipidi isolati dal frutto della Rosa canina fungevano da 

agenti antinfiammatori con effetti inibitori sulla chemiotassi dei neutrofili del 

sangue periferico umano in vitro. Tuttavia, la scarsa presenza naturale dei 

glicoglicerolipidi, unita alla difficoltà di isolamento, limita la valutazione della 

bioattività [136].  

1.3.6 Glicosfingolipidi 

I glicosfingolipidi (GSLs) sono molecole lipidiche contenenti una molecola 

ceramidica legata covalentemente ad almeno un residuo monosaccaridico tramite 

un legame β-glicosidico. Le ceramidi sono ammidi di acidi grassi con basi a catena 

lunga, di- o tri-idrossilate. Il gruppo acilico delle ceramidi è generalmente un acido 

grasso saturo o monoinsaturo a catena lunga [131]. Centinaia di diversi carboidrati 

possono essere legati a decine di molecole ceramidiche diverse, dando origine a una 

varietà di composti strutturalmente differenti, ciascuno dei quali ha il potenziale per 

una specifica funzione biologica [140]. 

Nei vertebrati, i glicosfingolipidi rappresentano la classe più diffusa dei glicolipidi 

[141]. Essi sono stati suggeriti come modulatori della funzione delle proteine di 

membrana e sono inoltre coinvolti nella comunicazione cellula-cellula. Sebbene i 

glicosfingolipidi non siano indispensabili per la vita cellulare, essi sono necessari 

per lo sviluppo degli organismi multicellulari, e sono quindi molecole chiave nella 

“sociologia cellulare” [140]. I glicosfingolipidi sono suddivisi in GSLs neutri e 

GSLs acidi. I GSLs neutri contengono uno o più gruppi glicosilici legati alla 
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ceramide [131]. I composti monoglicosilceramidici, comunemente chiamati 

cerebrosidi, sono un esempio di GSLs neutri. Essi contengono una singola porzione 

glucidica, glucosio o galattosio, legata tramite legame O-estere al gruppo alcolico 

della ceramide, formando così le due principali specie dei cerebrosidi chiamate 

glucosilceramidi e galattosilceramidi. In Figura 1.11 sono mostrati due esempi di 

composti monoglicosilceramidici. Le glucosilceramidi si trovano a bassi livelli nei 

tessuti animali, come la milza e gli eritrociti, nonché nei tessuti nervosi, in 

particolare nei neuroni [131].  

 

 

 

Figura 1.11. Strutture molecolari del palmitoil glucosilceramide (sopra) e 

palmitoil, galattosilceramide (sotto). 

La glucosilceramide è l’unico glicolipide sfingolipidico (GSL) presente nelle 

piante, nei funghi e negli animali. Al contrario, la galattosilceramide si trova 

esclusivamente nei funghi e negli animali [142]. I GSL acidi si suddividono in 

solfoglicosfingolipidi e gangliosidi. I solfoglicosfingolipidi, talvolta denominati 

Palmitoil galattosilceramide 
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“solfatidi” o “solfatoglicosfingolipidi,” sono GSL che possiedono un gruppo estere 

solfato legato alla componente glucidica. Sebbene i solfoglicosfingolipidi siano 

spesso presenti in quantità minori nei tessuti, la 3’-solfo-galattosilceramide, 

illustrata nella Figura 1.12, rappresenta uno dei componenti GSL più abbondanti 

della mielina, costituendo il 4% del totale dei lipidi mielinici [143]. Inoltre, i 

solfatidi si trovano anche in tessuti coinvolti nel trasporto del sodio, come i reni, le 

ghiandole del sale e i bronchi [143]. 

 

Figura 1.12. Struttura molecolare di 3'-solfo-galattosilceramide (SM4). 

La struttura dei solfatidi può variare notevolmente, includendo diverse lunghezze 

della catena acilica e della porzione ceramidica. I solfatidi più comuni sono 

composti da ceramidi che possiedono la 4-sfingenina (d18:1) con acidi grassi 

idrossilati a 22 (C22:0 h), C23:0 h, C24:0 h, e C24:1 h, e con acidi grassi a 24 

(C24:0) e C24:1. I solfatidi meno comuni comprendono ceramidi con C18:1 

associati a C16:0, C16:0 h, C18:0, C18:0 h, C20:0, C21:0, C22:1, C22:0, C21:0 h, 

C23:0, C26:1 e C26:0, oltre a fitosfingosina (C18:0) con C20:0 h e C24:0 h. La 

composizione degli acidi grassi nei solfatidi dipende dai tessuti specifici [144]. Un 

metabolismo anomalo dei solfatidi può essere associato allo sviluppo di numerose 

malattie, tra cui il cancro, il diabete e le malattie autoimmuni. Inoltre, molti batteri 

e alcuni virus utilizzano i solfatidi nei processi di infezione e replicazione [144]. La 

comprensione delle funzioni biologiche dei solfatidi potrebbe rivelare i meccanismi 
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sottostanti lo sviluppo di queste patologie e i processi infettivi, aprendo la strada 

allo sviluppo di farmaci per il trattamento delle malattie associate ai solfatidi [144]. 

I gangliosidi sono molecole lipidiche costituite da ceramide legata tramite un 

legame glicosidico a una catena oligosaccaridica contenente unità di esosi e acido 

sialico. La loro eterogeneità e diversità strutturale nelle catene glucidiche sono 

caratteristiche distintive di questi lipidi; fino ad oggi, sono stati identificati 188 

gangliosidi con diverse strutture glucidiche nei vertebrati [145]. I gangliosidi si 

trovano diffusamente nei tessuti e nei fluidi corporei, con un’espressione 

particolarmente abbondante nel sistema nervoso centrale, in particolare nelle cellule 

gangliari, [146] da cui prendono il nome. Questi lipidi possono rappresentare fino 

al 6% del peso totale dei lipidi del cervello [131]. Recentemente, i gangliosidi 

stanno attirando crescente interesse nel campo della biologia delle cellule staminali 

[145]. Le cellule staminali sono cellule primitive, non specializzate, con un elevato 

potenziale di proliferazione e capacità di auto-rinnovamento, trasformandosi in altri 

tipi di cellule nel corpo. Le cellule staminali hanno suscitato notevole interesse negli 

ultimi anni a causa del loro potenziale biologico e clinico per la medicina 

rigenerativa [146]. I gangliosidi sono principalmente presenti sulla superficie 

cellulare, per questo motivo possono essere utilizzati come marcatori specifici di 

superficie cellulare per l’identificazione o l’isolamento di queste cellule staminali 

[147-148]. Inoltre, è stato riportato che una sottopopolazione di cellule staminali 

del cancro cerebrale presenta caratteristiche simili alle cellule staminali, come la 

capacità di auto-rinnovamento e multipotenza, oltre alla capacità di sostenere la 

formazione di tumori cerebrali. I gangliosidi possono essere utilizzati non solo 

come biomarcatori per le cellule staminali tumorali, ma anche come bersagli per il 

trattamento dei tumori cerebrali [146]. Gli studi sui gangliosidi delle cellule 
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staminali promettono di essere un campo di ricerca estremamente fertile in futuro 

[146]. 

1.3.7 Le cere 

Le cere, comunemente denominate esteri cerosi, sono costituite da un acido grasso 

esterificato con un alcol a lunga catena (Figura 1.13). Gli alcoli presenti nelle cere 

sono solitamente saturi e monoinsaturi, [81] sebbene le cere provenienti da animali 

marini contengano spesso elevate quantità di acidi grassi e alcoli insaturi [149-150]. 

Le cere più abbondanti in natura sono esteri di alcoli primari, ma in alcuni casi, 

come nei lipidi cuticolari delle cavallette melanopline, gli esteri di alcoli secondari 

possono rappresentare i componenti principali [151]. Le cere superficiali degli 

insetti contengono tipicamente catene di alcoli grassi saturi e acidi grassi che 

variano da 12 a oltre 20 atomi di carbonio [152].  

 

Figura 1.13. struttura molecolare del dodecile tetradecanoato. 

Alcuni insetti, come le api, le libellule e le mosche bianche, producono cere 

contenenti unità di MUFA [152-153], che costituiscono anche i principali 

componenti della cera d’api, un solido amorfo, generalmente di colore giallo chiaro 

o ambrato, a seconda della fonte e dal processo di produzione. La cera d’api pura è 

composta per circa il 70%-80% da esteri a catena lunga, per il 12%-15% da acidi 

liberi, per il 10%-15% da idrocarburi, e da piccole quantità di dioli ed esteri del 

colesterolo [154]. Un’altra cera importante è la cera carnauba, conosciuta come la 

“regina delle cere”, un prodotto vegetale originario del Brasile. Essa è ampiamente 
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utilizzata nel settore cosmetico e alimentare, nel rivestimento della carta e nella 

produzione degli inchiostri. La sua composizione comprende cere (84%-85%), 

acidi liberi (3%-3,5%), resine (4%-6%), alcoli (2%-3%) e idrocarburi (1,5%-3,0%) 

[154]. 

Il ruolo biologico delle cere non è ancora stato completamente chiarito. Tuttavia, 

negli organismi terrestri e marini, le proprietà fisiche degli esteri cerosi possono 

rivestire un’importanza funzionale significativa. Ad esempio, gli insetti 

sintetizzano cere con temperature di fusione elevate per garantire una migliore 

barriera impermeabile. D’altra parte, gli organismi marini producono cere liquide 

che favoriscono la loro galleggiabilità. Molti artropodi terrestri depositano grandi 

quantità di cere (e altri lipidi) sulla superficie della loro cuticola per ridurre la 

perdita d’acqua per evaporazione [152, 155-156].  

1.4 Biosintesi e metabolismo dei lipidi  

I lipidi rappresentano una vasta e diversificata classe di biomolecole che giocano 

ruoli essenziali in numerosi processi biologici, tra cui la costituzione delle 

membrane cellulari, la segnalazione intracellulare, l’immagazzinamento energetico 

e la modulazione delle risposte infiammatorie. L’importanza dei lipidi è sottolineata 

dalla complessità delle vie biosintetiche e metaboliche che ne regolano la 

produzione e la trasformazione. 

1.4.1 Biosintesi dei lipidi 

La biosintesi dei lipidi è un processo complesso e regolato con precisione, che 

varia tra i diversi organismi ma che è essenziale per la loro sopravvivenza e 

funzionalità. Le principali classi dei lipidi sintetizzati dalle cellule comprendono 

acidi grassi, trigliceridi, fosfolipidi, steroli e glicolipidi [157].  
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Negli esseri umani, la sintesi de novo degli acidi grassi avviene principalmente nel 

fegato, nel tessuto adiposo e, in misura minore, nelle ghiandole mammarie durante 

l’allattamento [158]. Il processo inizia nel citoplasma con la conversione dell’acetil-

CoA in malonil-CoA, catalizzata dall’enzima acetil-CoA carbossilasi (ACC). 

Questa reazione è il passo di regolazione chiave nella sintesi degli acidi grassi, 

influenzata da fattori nutrizionali e ormonali. Il malonil-CoA viene quindi utilizzato 

dalla sintasi degli acidi grassi (FAS), un complesso multienzimatico, per 

l’elongazione della catena carboniosa [159]. Durante questo processo ciclico, il 

malonil-CoA viene condensato con un gruppo acetilico, seguito da una serie di 

riduzioni, disidratazioni e ulteriori riduzioni che portano alla formazione di acido 

palmitico (C16:0), l’acido grasso saturo più comune nei mammiferi [159]. In 

contrasto, nei batteri, la sintesi degli acidi grassi avviene attraverso un percorso 

enzimatico simile ma con singoli enzimi che operano in maniera indipendente, 

piuttosto che come un complesso multienzimatico [160]. Le piante, invece, 

effettuano la biosintesi degli acidi grassi nei plastidi, organelli derivati dai 

cloroplasti, con un forte legame tra la produzione di acidi grassi e la fotosintesi. 

Questo permette alle piante di convertire l’energia solare direttamente in biomassa 

lipidica, un processo che ha notevole rilevanza per la produzione di biocarburanti 

[161].  

I trigliceridi, la principale forma di riserva energetica negli esseri umani, sono 

sintetizzati a partire dal glicerolo-3-fosfato, che viene esterificato con acidi grassi 

attraverso una serie di reazioni catalizzate da aciltransferasi. Questo processo si 

verifica principalmente nel fegato e nel tessuto adiposo. Il glicerolo-3-fosfato deriva 

dalla glicolisi o dalla conversione del diidrossiacetone fosfato [158]. Una volta che 

i trigliceridi sono sintetizzati, vengono immagazzinati nelle cellule adipose sotto 
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forma di gocce lipidiche. I fosfolipidi, d’altra parte, costituiscono i principali 

componenti strutturali delle membrane cellulari. Negli esseri umani, la sintesi dei 

fosfolipidi segue prevalentemente la via Kennedy, nella quale il diacilglicerolo 

(DAG) viene fosforilato per formare acido fosfatidico, che viene successivamente 

convertito in fosfatidilcolina (PC) o fosfatidiletanolammina (PE) attraverso reazioni 

specifiche [158-159] Questi fosfolipidi sono fondamentali per la formazione delle 

membrane e per la funzione dei complessi proteici di membrana. Nelle piante, la 

sintesi dei fosfolipidi è strettamente correlata all’energia fotosintetica, con un 

predominio del fosfatidilglicerolo, che è essenziale per la funzionalità del 

fotosistema II [162]. 

Gli acidi grassi essenziali, come l’acido linoleico e l’acido α-linolenico, non 

possono essere sintetizzati de novo dagli esseri umani e devono quindi essere 

assunti con la dieta. Questi acidi grassi sono precursori di una serie di molecole 

bioattive, tra cui gli eicosanoidi e i docosanoidi, che svolgono ruoli chiave nella 

regolazione di processi fisiologici come l’infiammazione, la coagulazione del 

sangue e la pressione arteriosa [61]. Studi recenti hanno approfondito le vie 

biosintetiche coinvolte nella conversione di questi due acidi grassi in acidi grassi 

polinsaturi come l’acido arachidonico, l’acido eicosapentaenoico e l’acido 

docosaesaenoico. Questi processi includono una serie di desaturazioni e 

allungamenti della catena carboniosa, catalizzati da enzimi specifici come le 

desaturasi ed elongasi [61] rappresentati in Figure 1.14 e 1.15. 
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Figura 1.14. Sintesi degli acidi grassi essenziali della serie omega-6. 

 

Figura 1.15. Sintesi degli acidi grassi essenziali della serie omega-3. 

La regolazione degli enzimi coinvolti nella sintesi dei PUFAs è influenzata da vari 

fattori, tra cui l’apporto dietetico di acidi grassi, lo stato ormonale e persino la 

genetica individuale [163]. Ad esempio, è stato dimostrato che la desaturasi delta-
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5 e delta-6, enzimi chiave nella conversione dell’acido α-linolenico in EPA e DHA, 

possono essere modulati dalla presenza di acidi grassi saturi e trans nella dieta, così 

come da ormoni come l’insulina e il glucagone [163]. In altre specie, come i pesci 

e alcuni organismi marini, la capacità di produrre DHA e EPA è particolarmente 

efficiente. Questo è uno dei motivi per cui questi organismi sono fonti ricche di 

PUFAs nella dieta umana. Le microalghe, in particolare, sono state oggetto di studi 

per il loro potenziale nella produzione sostenibile di PUFA a catena lunga, grazie 

alla loro capacità di convertire efficacemente l’acido α-linolenico in DHA, 

rendendole una risorsa preziosa per l’integrazione nutrizionale e per l’industria 

biotecnologica [164-165] Nelle piante, la sintesi di acido α-linolenico e acido 

linoleico avviene nei plastidi attraverso specifiche vie biosintetiche che 

coinvolgono desaturasi posizionali. Questi enzimi introducono doppi legami 

specifici nelle catene di acidi grassi, un processo che è fortemente influenzato dalla 

temperatura e da altre condizioni ambientali. La capacità delle piante di sintetizzare 

questi acidi grassi è di fondamentale importanza per la loro sopravvivenza, in 

quanto questi lipidi sono componenti essenziali delle membrane cellulari e 

partecipano alla regolazione del bilancio idrico e alla protezione contro lo stress 

ossidativo [166]. 

1.4.2 Metabolismo dei lipidi 

Il metabolismo dei lipidi comprende non solo la loro degradazione per la 

produzione di energia, ma anche l’interconversione tra diverse forme lipidiche e il 

loro riciclo all’interno delle cellule. Questi processi sono altamente regolati e 

variano tra i diversi organismi [158]. Negli esseri umani, la beta-ossidazione è il 

principale processo catabolico degli acidi grassi e avviene nei mitocondri e nei 
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perossisomi. Gli acidi grassi vengono attivati nel citoplasma, dove vengono 

convertiti in acil-CoA. L’acil-CoA viene trasportato nei mitocondri grazie al 

sistema della carnitina, un processo chiave che regola l’ingresso degli acidi grassi 

a lunga catena nei mitocondri per la beta-ossidazione [157-158]. Una volta 

all’interno del mitocondrio, l’acil-CoA subisce cicli di ossidazione, che rimuovono 

due atomi di carbonio alla volta sotto forma di acetil-CoA. L’acetil-CoA prodotto 

entra poi nel ciclo dell’acido citrico per la produzione di ATP [157]. Nei batteri, la 

beta-ossidazione avviene nel citoplasma, e molti batteri, come Escherichia coli, 

possiedono un sistema completo di enzimi beta-ossidativi simili a quelli 

mitocondriali degli eucarioti [167]. Nelle piante, la beta-ossidazione si verifica nei 

perossisomi e nei glicossisomi. Quest’ultimo è particolarmente attivo durante la 

germinazione dei semi, quando le riserve lipidiche vengono convertite in zuccheri 

per sostenere la crescita del seme [168].  

Il metabolismo dei fosfolipidi è cruciale per il mantenimento della fluidità e della 

funzione delle membrane cellulari [169]. Le fosfolipasi sono gli enzimi chiave che 

degradano i fosfolipidi, liberando acidi grassi e molecole di segnalazione come 

l’acido arachidonico [169]. Questo acido grasso è il precursore degli eicosanoidi, 

una classe di composti bioattivi che includono prostaglandine, trombossani e 

leucotrieni, tutti coinvolti nella modulazione delle risposte infiammatorie e 

immunitarie [169]. I glicolipidi, che sono essenziali per la comunicazione cellulare 

e per la funzione immunitaria, subiscono un metabolismo specifico negli organismi 

viventi. Negli esseri umani, i glicolipidi vengono degradati principalmente 

attraverso il percorso lisosomiale. I difetti in questo processo possono portare a 

malattie da accumulo lisosomiale, come la malattia di Gaucher e la malattia di Tay-

Sachs [170]. Nelle piante, i glicolipidi sono particolarmente importanti per la 
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stabilità delle membrane dei cloroplasti e sono regolati in risposta a condizioni 

ambientali estreme, come la siccità e le alte temperature [171].  

1.5 Implicazioni Cliniche e Prospettive Future 

Le alterazioni nella biosintesi e nel metabolismo dei lipidi sono strettamente 

correlate a una vasta gamma di patologie umane, tra cui obesità, diabete di tipo 2, 

malattie cardiovascolari e varie forme di cancro [172-173] La comprensione 

dettagliata di questi processi è quindi cruciale per lo sviluppo di strategie 

terapeutiche innovative. Ad esempio, la modulazione della sintesi degli acidi grassi 

essenziali e dei loro metaboliti attivi offre potenziali vie per il trattamento di 

malattie infiammatorie e neurodegenerative. L’integrazione di EPA e DHA, sia 

attraverso la dieta che tramite supplementazione, è stata oggetto di numerosi studi 

clinici che ne hanno evidenziato i benefici nella prevenzione delle malattie 

cardiovascolari [47], nel miglioramento delle funzioni cognitive e nella 

modulazione delle risposte infiammatorie [61, 173]. Inoltre, l’ingegneria genetica 

di organismi vegetali e microbici per migliorare la produzione dei PUFA 

rappresenta un’area di ricerca in rapida crescita, con potenziali applicazioni per 

migliorare la qualità nutrizionale degli alimenti e per la produzione sostenibile di 

questi nutrienti essenziali [174]. La biosintesi e il metabolismo dei lipidi 

rappresentano un campo di studio estremamente dinamico, con implicazioni 

significative per la salute umana e per la biotecnologia. La complessità delle vie 

biosintetiche e la loro regolazione riflettono l’importanza cruciale dei lipidi per la 

vita cellulare. Le differenze nei processi lipidici tra gli esseri umani e altri organismi 

non solo illuminano la diversità biologica, ma offrono anche nuove opportunità per 

l’innovazione terapeutica e nutrizionale. Il progresso nella comprensione della 
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sintesi degli acidi grassi essenziali e del loro metabolismo potrebbe portare a nuove 

strategie per la prevenzione e il trattamento di malattie croniche, migliorando così 

la qualità della vita e riducendo l’incidenza delle malattie legate ai lipidi. 
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Capitolo 2 

Lipidi e salute 

2.1 Dai tempi antichi ad oggi 

Già nel 460 a.C. Ippocrate intuì l’esistenza di una relazione tra alimentazione e 

stato di salute, sostenne infatti che la causa delle malattie è in generale da 

individuare in uno squilibrio tra il corpo e l’ambiente esterno comprese le 

condizioni climatiche, lo stile di vita e soprattutto l’alimentazione. Per i medici 

ippocratici, la diagnosi e la prognosi di una malattia si basava soprattutto 

sull’osservazione delle escrezioni corporee (feci, urine, emorragie, catarro, sudore). 

Se la diagnosi e la prognosi si basavano sulle caratteristiche dei fluidi in uscita, la 

terapia doveva necessariamente basarsi sulla regolazione delle entrate, cioè sulla 

dieta. Per i greci, in accordo con l’etimologia della parola greca “diaita”, la dieta 

riguardava non solo l’alimentazione ma lo stile di vita nella sua globalità, 

includendo l’esercizio fisico, il riposo la vita sessuale ecc. Ippocrate ha affermato 

che gli alimenti ed esercizi hanno virtù reciprocamente opposte che contribuiscono 

insieme al mantenimento di un buono stato di salute. Per loro natura gli esercizi 

disperdono le energie disponibili, mentre i cibi e le bevande compensano le perdite, 

Ippocrate pronunciò il celebre aforisma “il cibo sia la tua medicina e la tua medicina 

sia il cibo”. Molti anni più tardi, intorno al 1025 d.C., Avicenna elaborò “il canone 

della medicina”, opera che divenne il manuale medico più seguito in Europa [1] 

fino al 1700 circa, nella quale si afferma che la maggior parte delle malattie 

consegue ad errori protratti e continui nell’alimentazione. Molti secoli dopo 

l’Organizzazione Mondiale della Sanità (OMS) ha dichiarato che circa 1/3 delle 

malattie cardiovascolari e dei tumori potrebbero essere evitate attraverso una sana 
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ed equilibrata alimentazione. Secondo studi recenti solo il 5-10% di tutti i tumori 

può essere attribuito a fattori genetici, mentre il rimanente 90-95% sarebbe 

correlato a fattori ambientali e allo stile di vita: fumo di sigaretta, dieta, alcol, 

esposizione al sole, inquinamento ambientale, infezioni, stress, obesità e 

sedentarietà [2, 3]. Alcuni studi hanno dimostrato che un’alimentazione scorretta 

può aumentare il rischio di infarto miocardico, rendendo ragione del 30% del 

rischio a livello di popolazione [4].  

I lipidi, comunemente noti come grassi hanno avuto un ruolo fondamentale 

nell’alimentazione umana sin dai tempi antichi fino ai giorni nostri. La loro 

importanza si riflette non solo dal punto di vista nutrizionale, ma anche culturale e 

sociale, fin dall’antichità, i grassi sono stati una delle principali fonti di energia per 

l’uomo, cacciatori e raccoglitori si affidavano ai grassi animali e vegetali per 

soddisfare il loro fabbisogno energetico, soprattutto in periodi di scarsità 

alimentare. I grassi erano fondamentali per la sopravvivenza durante i periodi di 

carestia, poiché il corpo umano è in grado di immagazzinare l’energia in eccesso 

sottoforma di tessuto adiposo. In molte culture antiche, i grassi animali erano 

considerati preziosi e spesso usati in rituali religiosi o come offerta agli dèi. Il burro, 

l’olio d’oliva, e altri grassi erano simboli di prosperità e abbondanza. Nell’antica 

Grecia, l’olio d’oliva era un alimento essenziale, utilizzato non solo in cucina ma 

anche per la cura del corpo e per scopi medicinali; era considerato un simbolo di 

civilizzazione e salute. Durante il medioevo, in Europa il lardo e il burro erano tra 

i grassi più utilizzati, specialmente nelle regioni più fredde dove l’olio d’oliva era 

meno disponibile, questi grassi erano utilizzati sia per cucinare che per conservare 

gli alimenti. Successivamente con l’espansione dei commerci durante il 

Rinascimento e l’età moderna, nuovi tipi di grassi come l’olio di palma e il burro 
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di cacao entrarono a far parte della dieta Europea [5]. L’industrializzazione ha 

portato alla produzione sulla larga scala di grassi vegetali e alla creazione di prodotti 

alternativi come la margarina, alimenti spesso promossi come alternative più 

economiche e salutari rispetto ai grassi animali [6].  

A partire dal XX secolo, i grassi alimentari sono stati oggetto di dibattiti 

scientifici e nutrizionali, per esempio il ruolo dei grassi saturi e trans nella dieta è 

stato ampiamente studiato portando a cambiamenti nelle linee guida alimentari e 

alla promozione di grassi insaturi come quelli presenti in noci, pesce e oli vegetali. 

Oggi c’è una maggiore consapevolezza sull’importanza di bilanciare l’apporto dei 

grassi nella dieta, riconoscendo il loro ruolo essenziale nella salute del cervello, 

nella regolazione ormonale e nell’assorbimento delle vitamine liposolubili A, D, E 

e K [7]. La domanda di alimenti a basso contenuto di grassi, l’adozione di diete a 

base vegetale e lo sviluppo di alternative ai grassi tradizionali sono testimonianze 

di come i grassi continuano a evolversi nel contesto alimentare moderno [8].  

2.2 Raccomandazioni nutrizionali dei lipidi  

In questi ultimi anni, così come tutte le discipline biomediche, anche la 

nutrizione umana ha assistito ad un aumento vertiginoso della letteratura scientifica 

del settore. Considerando solo le riviste indicizzate su PubMed, al 2014, il numero 

dei lavori rispondenti alla parola chiave “nutrition” erano superiori a 300.000, dei 

quali quasi 140.000 pubblicati dal 2005 al 2014 e più di 19.000 nel corso del solo 

2014. Sin dalla fine degli anni ’70, la Società Italiana di Nutrizione Umana 

denominata con l’acronimo SINU si è impegnata a definire per la popolazione 

italiana i cosiddetti Livelli di assunzione di riferimento di nutrienti ed energia 

(LARN) a partire dal modello del documento americano relativo alle Recommended 
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Dietary Allowances. La IV revisione dei LARN ha coinciso con l’evoluzione del 

concetto di adeguatezza nutrizionale che è intervenuta, a livello internazionale, nel 

periodo intercorso dall’ultima pubblicazione dei LARN nel 1996. Questo ha 

richiesto un lavoro sicuramente più impegnativo che ha portato alla nascita dei 

nuovi LARN, i quali hanno mantenuto lo stesso acronimo, ma sono cambiati nel 

loro significato. Infatti, si parla di non più livelli di assunzione raccomandati, ma 

livelli di assunzione di riferimento dei nutrienti. Dal concetto di raccomandazione 

(Recommended Dietary Intake, RDI) – espresso da un singolo valore tarato sul 

limite superiore del fabbisogno nel gruppo di popolazione d’interesse, si è passati, 

infatti, a un sistema articolato di valori di riferimento per la dieta (Dietary Reference 

Values, DRV). Pertanto, i DRV completano il concetto di RDI, introducendo una 

serie di ulteriori riferimenti utili a una migliore definizione degli apporti dei 

nutrienti in grado di soddisfare i fabbisogni individuali e di gruppo, e di assicurare 

l’adeguatezza della dieta. La revisione dei LARN è stata guidata da un gruppo di 

coordinamento, di otto esperti, individuati nel 2009 dagli allora presidenti della 

SINU e dell’INRAN (Istituto Nazionale di Ricerca per gli Alimenti e la Nutrizione), 

oggi conosciuto come CREA (Consiglio per la ricerca in agricoltura e l'analisi 

dell'economia agraria). Definita la metodologia di lavoro e identificati gli esperti 

per le varie aree scientifiche, come criterio generale, si è considerata l’adeguatezza 

della dieta sulla base della prevenzione delle manifestazioni cliniche da carenza, 

mantenimento sia delle riserve del nutriente nell’organismo sia delle funzioni 

biochimico-fisiologiche; prevenzione nutrizionale delle malattie e relazioni della 

dieta con morbosità e mortalità.  

Per la stesura dei capitoli sui singoli nutrienti si è prevista: una breve 

introduzione (definizione e terminologia specifica, informazioni chimico-fisiche, 
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struttura del nutriente, ecc.), descrizione del metabolismo (assorbimento, 

biodisponibilità, quantità e distribuzione nell’organismo, riserve, ecc.), definizione 

del ruolo nutrizionale, carenza e tossicità, fonti alimentari, confronto tra criteri, 

outcome e valori indicati nei documenti di riferimento presenti in letteratura, 

indicazione dei LARN adottati per la popolazione italiana nelle diverse classi d’età 

e loro variazioni in funzione di gravidanza e allattamento. Questo schema è stato 

utilizzato di norma per tutti gli argomenti, con un’organizzazione differente per 

alcuni capitoli. Il gruppo di coordinamento ha stabilito poi le modalità di revisione 

sistematica della letteratura e i criteri da adottare per valutare la forza dell’evidenza 

scientifica disponibile. Un altro aspetto preso in esame è stato la definizione delle 

classi d’età e la scelta dei pesi esemplificativi per la popolazione italiana da 

utilizzare per la formulazione dei LARN. L’attività è stata condotta tramite gruppi 

di lavoro su: Energia, Proteine, Lipidi, Carboidrati e Fibra Alimentare, Acqua, 

Vitamine liposolubili, Vitamine idrosolubili, Minerali macro, Minerali micro, 

Etanolo, Composti bioattivi presenti negli alimenti con potenziali effetti salutistici 

e funzionali (es. carotenoidi, polifenoli, ecc.). Altri quattro gruppi “trasversali” 

hanno prodotto elaborazioni su gravidanza e allattamento, età evolutiva, età 

geriatrica e attività fisica, un ultimo gruppo sulla definizione delle porzioni standard 

di riferimento per la dieta italiana. I documenti finali sono stati sottoposti a una peer 

review di revisori esterni e interni ai gruppi di lavoro, e le modifiche proposte sono 

state discusse e accettate dal gruppo di coordinamento prima di giungere 

all’approvazione del documento finale.  

I LARN rappresentano uno strumento fondamentale per la promozione di 

un’alimentazione sana e bilanciata. Questi valori di riferimento vengono stabiliti 

sulla base delle evidenze scientifiche più aggiornate e vengono utilizzati per guidare 
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le politiche nutrizionali, l’educazione alimentare, e la formulazione di diete per la 

popolazione italiana. Tra i vari nutrienti considerati, i lipidi occupano un posto 

centrale, in quanto giocano un ruolo cruciale nella salute umana, sia in termini di 

prevenzione delle malattie croniche che di mantenimento delle funzioni fisiologiche 

essenziali. I lipidi non sono solo una fonte concentrata di energia, ma sono anche 

fondamentali per la struttura delle membrane cellulari, la sintesi di ormoni, la 

protezione degli organi interni e l’assorbimento delle vitamine liposolubili. 

Tuttavia, un apporto eccessivo o scorretto dei lipidi può contribuire all’insorgenza 

di diverse patologie, come malattie cardiovascolari, obesità, diabete e certi tipi di 

cancro [9]. Le raccomandazioni dei LARN sui lipidi non si limitano a indicare la 

quantità totale dei grassi da consumare, ma forniscono anche specifiche indicazioni 

sulla distribuzione ottimale tra i diversi tipi di grassi, come grassi saturi, 

monoinsaturi, polinsaturi e trans. I lipidi dovrebbero costituire tra il 20% e il 35% 

dell’apporto energetico totale giornaliero per gli adulti sani; questo intervallo 

permette una flessibilità adeguata a adattare l’apporto lipidico alle esigenze 

individuali, considerando fattori come l’età, il sesso, il livello di attività fisica e 

condizioni specifiche come la gravidanza o l’allattamento. È importante notare che, 

sebbene la quantità totale di lipidi sia rilevante, la qualità dei grassi introdotti con 

la dieta è altrettanto, se non più, importante. Per i bambini, i LARN raccomandano 

un apporto lipidico maggiore rispetto agli adulti, soprattutto durante i primi anni di 

vita (nei primi tre anni di vita, i grassi dovrebbero rappresentare fino al 40% 

dell’apporto energetico totale giornaliero). Questo è fondamentale per sostenere la 

crescita rapida e lo sviluppo del sistema nervoso centrale. Man mano che il bambino 

cresce, l’apporto lipidico dovrebbe gradualmente ridursi, stabilizzandosi intorno al 

30-35% nell’età adolescenziale, per poi raggiungere livelli consigliati per gli adulti. 
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In questi ultimi, mantenere l’apporto lipidico tra il 20% e il 35% dell’apporto 

energetico totale è fondamentale per garantire un equilibrio energetico e prevenire 

l’accumulo di grasso corporeo, che è associato a un aumento del rischio di obesità 

e malattie correlate. All’interno di questo intervallo, la distribuzione tra i vari tipi 

di grassi è di primaria importanza, ad esempio, una dieta ricca di grassi saturi e 

trans è stata correlata ad un aumento del rischio di malattie mentre una dieta con 

una predominanza di grassi monoinsaturi e polinsaturi, specialmente gli ω-3 è 

associata a benefici per la salute cardiovascolare [10]. Con la crescita, il 

metabolismo lipidico cambia influenzando il modo in cui il corpo utilizza e 

immagazzina i grassi, gli anziani infatti devono prestare particolare attenzione alla 

qualità dei grassi nella loro dieta, poiché un eccesso di grassi saturi può contribuire 

all’insorgenza di malattie cardiovascolari e neurodegenerative. I LARN 

raccomandano per gli anziani, un apporto lipidico simile a quello degli adulti, ma 

con un’enfasi maggiore sull’assunzione dei grassi monoinsaturi e polinsaturi, in 

particolare gli ω-3, per sostenere la salute cognitiva e cardiovascolare.  

Durante la gravidanza e l’allattamento i LARN forniscono indicazioni specifiche 

per l’assunzione di acidi grassi essenziali quali EPA e DHA. Durante la gravidanza, 

l’assunzione di EPA e DHA è particolarmente importante per lo sviluppo 

neurologico e visivo del feto. I LARN non forniscono valori specifici per EPA e 

DHA separatamente, ma raccomandano l’assunzione di almeno 200 mg di DHA al 

giorno. Questa quantità è generalmente raggiungibile attraverso il consumo 

regolare di pesce grasso come salmone, sgombro e sardine, o mediante integratori 

specifici. Durante l’allattamento, le raccomandazioni per il DHA sono simili a 

quelle della gravidanza. I LARN consigliano un’assunzione di almeno 200 mg di 

DHA al giorno [11, 12]. Anche in questo caso, è importante ottenere DHA da fonti 
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alimentari come il pesce o attraverso integratori, se necessario. Questo aiuta a 

garantire che il latte materno contenga adeguati livelli di DHA, cruciali per lo 

sviluppo del neonato. In caso di difficoltà a raggiungere queste quantità attraverso 

la dieta, possono essere utilizzati integratori di olio di pesce o di alghe, previa 

consultazione con un medico o un nutrizionista. L’integrazione di EPA e DHA 

durante la gravidanza è oggetto di attenzione per i suoi potenziali benefici sia per 

la madre sia per il feto. Secondo gli studi recenti, le raccomandazioni generali 

suggeriscono un’assunzione di almeno 200 mg di DHA al giorno durante la 

gravidanza [11]. Questo livello è associato a benefici per lo sviluppo neurologico e 

visivo del feto [12]. Sebbene le linee guida specifiche per EPA non siano sempre 

definite separatamente, molti integratori di ω-3 contengono sia EPA che DHA. È 

generalmente consigliabile un equilibrio tra i due acidi grassi, ma l’accento è posto 

principalmente sul DHA. Il DHA è essenziale per lo sviluppo del cervello e della 

retina del feto [12]. Durante il terzo trimestre, il feto accumula DHA nel cervello e 

nella retina, rendendo cruciale un apporto adeguato. Il DHA agisce sulla salute 

materna, l’integrazione di ω-3 può aiutare a ridurre il rischio di parto prematuro e 

complicazioni legate alla gravidanza, come la preeclampsia. Alcuni studi 

suggeriscono che il DHA può avere effetti positivi sull’umore e ridurre il rischio di 

depressione post-partum [13].  

Le fonti principali di EPA e DHA sono pesci grassi, come salmone, sgombro 

sardine ecc. Se il consumo di pesce è insufficiente, gli integratori di olio di pesce o 

di alghe possono essere una valida alternativa, gli integratori a base di alghe sono 

particolarmente utili per le donne vegetariane o vegane. È importante seguire le 

indicazioni del medico riguardo al dosaggio degli integratori di EPA e DHA, poiché 

un eccesso di ω-3 può portare a effetti collaterali come sanguinamenti o interferenze 
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con la coagulazione [14]. Inoltre, è fondamentale scegliere integratori di alta 

qualità, purificati per eliminare metalli pesanti e altre contaminazioni. Prima di 

iniziare qualsiasi integrazione, è consigliabile consultare un medico o un 

nutrizionista per determinare le necessità specifiche e scegliere il prodotto più 

adatto. In sintesi, l’integrazione di EPA e DHA durante la gravidanza può offrire 

benefici significativi, soprattutto per lo sviluppo del feto e la salute della madre, ma 

deve essere gestita con attenzione per evitare eccessi e garantire la massima 

efficacia e sicurezza [13]. Queste linee guida sono basate su studi che evidenziano 

i benefici dei grassi ω-3 per la salute materna e infantile, ma è sempre consigliabile 

discutere con un professionista della salute per personalizzare le raccomandazioni 

in base alle esigenze individuali. In conclusione, possiamo affermare che la qualità 

dei grassi assunti è importante quanto la quantità totale, i LARN forniscono 

indicazioni dettagliate su come distribuire l’apporto lipidico tra i diversi tipi di 

grassi per ottimizzare lo stato di salute.  

2.3 Raccomandazioni nutrizionali sugli acidi grassi saturi  

I grassi saturi sono un tipo di acidi grassi caratterizzati dalla mancanza dei doppi 

legami tra gli atomi di carbonio nella loro catena idrocarburica. Questo significa 

che tutte le catene di carbonio sono “sature” di atomi di idrogeno, da cui deriva il 

nome “grassi saturi” [15]. A temperatura ambiente, questi grassi tendono ad essere 

solidi, una caratteristica che li distingue dai grassi insaturi, che invece sono 

solitamente liquidi. I grassi saturi sono presenti principalmente in prodotti di origine 

animale, come carne, burro, formaggi e altri latticini, ma si trovano anche in alcuni 

oli tropicali, come l’olio di cocco e l’olio di palma [16]. Negli ultimi decenni, i 

grassi saturi sono stati oggetto di intenso dibattito scientifico a causa dei loro 
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potenziali effetti sulla salute, in particolare in relazione alle malattie cardiovascolari 

[7]. La principale fonte di grassi saturi nella dieta umana è rappresentata dai prodotti 

di origine animale, incluse carni rosse, tagli di manzo e maiale, specialmente nelle 

parti grasse. Anche i latticini quali burro, formaggio, panna e latte intero sono ricchi 

di grassi saturi, e tutti i prodotti lattiero-caseari lavorati come il gelato e alcuni tipi 

di yogurt. Lo strutto e il lardo, utilizzati in alcune tradizioni culinarie sono anch’essi 

ricchi di grassi saturi [16]. Perfino alcuni oli di origine vegetale, noti come oli 

tropicali, sono particolarmente ricchi di grassi saturi. Per esempio, l’olio di cocco è 

composto per circa il 90% da grassi saturi e per queste ragioni è considerato un 

ingrediente controverso. Anche gli oli di palma e di palmisto sono particolarmente 

ricchi di acido palmitico, un acido grasso saturo associato ad un aumento del 

colesterolo LDL. Molti alimenti processati, specialmente quelli che contengono 

grassi solidi o che sono stati fritti, possono contenere elevate quantità di grassi 

saturi. In questo caso si parla di prodotti da forno, come biscotti, torte, pasticcini e 

croissant contenenti elevate quantità di burro, margarina o strutto, tutti ingredienti 

ricchi di acidi grassi saturi. Anche gli snack confezionati come le patatine, i crackers 

e altri snack spesso utilizzano oli tropicali o grassi idrogenati. L’associazione tra 

consumo di grassi saturi e il rischio di malattie cardiovascolari è uno dei temi più 

studiati in ambito nutrizionale [16]. Storicamente, si è ritenuto che un’elevata 

assunzione di grassi saturi aumentasse i livelli di colesterolo totale e LDL, noto 

come colesterolo cattivo nel sangue. Alti livelli di LDL sono stati associati a un 

maggiore rischio di aterosclerosi, una condizione in cui le arterie si induriscono e 

si restringono a causa dell’accumulo di placche, portando a un aumento del rischio 

di infarto e ictus [17]. Tuttavia, negli ultimi anni, alcune ricerche hanno messo in 

discussione l’entità di questo legame, suggerendo che non tutti i grassi saturi 
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abbiano lo stesso impatto sul colesterolo e che il contesto dietetico generale (ad 

esempio, la presenza di carboidrati raffinati) possa influenzare gli effetti dei grassi 

saturi sulla salute [18].  

Il consumo eccessivo di grassi saturi è stato anche associato a una maggiore 

resistenza all’insulina, un fattore di rischio chiave per lo sviluppo del diabete di tipo 

2 [19]. La resistenza all’insulina si verifica quando le cellule del corpo non 

rispondono adeguatamente all’insulina, l’ormone che regola i livelli di glucosio nel 

sangue. Questo può portare a livelli cronicamente elevati di glucosio nel sangue e 

nel tempo, allo sviluppo del diabete [19]. Alcuni studi suggeriscono che la 

sostituzione dei grassi saturi con grassi insaturi, in particolare i grassi polinsaturi, 

può migliorare la sensibilità all’insulina e ridurre il rischio di diabete tipo 2 [20]. I 

grassi saturi sono stati implicati in vari processi infiammatori, che giocano un ruolo 

centrale nello sviluppo di numerose malattie croniche, tra cui il cancro, la malattia 

di Alzheimer e altre condizioni neurodegenerative [17]. L’infiammazione cronica 

di basso grado è considerata un fattore di rischio emergente per molte di queste 

malattie e la dieta può influenzare significativamente il livello di infiammazione 

sistemica.  

I LARN raccomandano che l’apporto di grassi saturi sia limitato a meno del 10% 

dell’apporto energetico totale giornaliero, questo limite è basato sulla necessità di 

ridurre il rischio di malattie cardiovascolari e altre patologie croniche associate a 

un consumo eccessivo di grassi saturi. Le principali organizzazioni sanitarie 

internazionali, come l’Organizzazione Mondiale della Sanità (OMS) e l’American 

Heart Association (AHA), sostengono raccomandazioni simili, suggerendo di 

mantenere il consumo di grassi saturi al di sotto del 10% delle calorie totali 

giornaliere e di preferire fonti di grassi insaturi come olive vegetali, noci e pesce. 
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Uno degli approcci più efficaci per migliorare la qualità della dieta è la sostituzione 

dei grassi saturi con grassi insaturi, in particolare con grassi monoinsaturi e 

polinsaturi [20]. Gli oli vegetali come l’olio d’oliva, l’olio di canola e l’olio di 

girasole sono ricchi di grassi insaturi e possono essere utilizzati come sostituti del 

burro o del lardo nella cucina quotidiana. Inoltre, il consumo di pesce grasso, noci 

e semi può contribuire ad aumentare l’apporto di grassi insaturi, che hanno 

dimostrato di avere effetti benefici sulla salute cardiovascolare e sulla prevenzione 

del diabete di tipo 2 [21]. In alcuni contesti, i grassi saturi possono essere sostituiti 

anche con i carboidrati integrali, come cereali integrali, frutta e verdura. Tuttavia, 

è importante evitare di sostituire i grassi saturi con carboidrati raffinati e zuccheri 

aggiunti, che possono avere effetti negativi sulla salute, compreso l’aumento del 

rischio di obesità e malattie cardiovascolari [18].  

Il ruolo dei grassi saturi nella dieta umana è complesso e soggetto a un ampio 

dibattito scientifico; sebbene il consenso generale suggerisca di limitare 

l’assunzione di grassi saturi per ridurre il rischio di malattie cardiovascolari e altre 

condizioni croniche, è altrettanto importante considerare la qualità complessiva 

della dieta. La sostituzione dei grassi saturi con grassi insaturi e carboidrati integrali 

rappresenta una strategia chiave per migliorare la salute pubblica, supportata da 

solide evidenze scientifiche. Tuttavia, la ricerca continua ad evolversi e una 

completa comprensione più dettagliata delle interazioni tra i vari tipi di grassi e altri 

nutrienti potrebbe portare a raccomandazioni più precise in futuro.  

2.4 Raccomandazioni nutrizionali sugli acidi grassi trans 

Gli acidi grassi trans rappresentano una classe di composti che possono essere 

presenti naturalmente in alcuni alimenti di origine animale come prodotti lattiero-
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caseari e carne derivata dai ruminanti, oppure possono essere generati 

artificialmente in seguito a processi di idrogenazione degli alimenti. Mentre i grassi 

trans naturali sono presenti in piccole quantità in alcuni prodotti animali, la maggior 

parte dei grassi trans consumati nell’alimentazione moderna proviene da fonti 

industriali [22]. Questi grassi vengono creati attraverso un processo noto come 

idrogenazione, un processo di lavorazione che trasforma gli oli vegetali dallo stato 

liquido a quello solido o semisolido (margarine) a temperatura ambiente [22]. 

Questo processo è fondamentale nella produzione di margarine, grassi per la 

cottura, e una vasta gamma di prodotti alimentari trasformati [23]. Tuttavia, questi 

grassi sono stati associati a diversi effetti negativi sulla salute umana, in particolare 

per quanto riguarda le malattie cardiovascolari [24].  

L’idrogenazione è un processo chimico che consiste nell’addizione di una 

molecola di idrogeno al doppio legame insaturo dell’acido grasso degi oli vegetali. 

Durante l’idrogenazione, gli atomi di idrogeno vengono aggiunti ai doppi legami, 

saturando parzialmente o completamente la catena idrocarburica [25]. Se 

l’idrogenazione è completa, tutti i doppi legami insaturi vengono convertiti in 

legami semplici saturi. Tuttavia, quando l’idrogenazione è parziale, alcuni doppi 

legami possono cambiare da una configurazione cis a una configurazione trans, 

molto più stabile da un punto di vista chimico. È in questo caso che si vengono a 

formare gli acidi grassi trans le cui proprietà fisiche, chimiche e biologiche 

risultano essere differenti dai rispettivi acidi grassi cis.  

Nell’industria alimentare vengono utilizzati due differenti processi di 

idrogenazione. La prima viene definita come “idrogenazione completa”, in cui tutti 

i doppi legami presenti negli acidi grassi insaturi vengono trasformati in grassi 

saturi, questo processo produce grassi solidi, simili ai grassi animali, che sono più 
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stabili e meno suscettibili all’ossidazione. Nell’idrogenazione parziale, solo una 

parte dei doppi legami viene saturata, lasciando alcuni doppi legami intatti, tuttavia 

durante questo processo, molti dei doppi legami rimanenti cambiano 

configurazione da cis a trans. Questo produce un grasso semi solido, che ha una 

consistenza desiderata per molte applicazioni alimentari, ma che contiene una 

quantità significativa di acidi grassi trans [25]. Il processo di idrogenazione fu 

sviluppato per rispondere a diverse esigenze nell’industria alimentare; gli oli 

idrogenati sono meno soggetti a irrancidimento poiché i grassi saturi e trans sono 

più stabili rispetto ai rispettivi grassi insaturi [25]. Questo aumenta la durata di 

conservazione dei prodotti alimentari, riducendo il loro deterioramento e lo spreco 

alimentare. Inoltre, l’idrogenazione conferisce agli oli vegetali una consistenza più 

solida, simile al burro o al lardo, che è desiderabile per molte applicazioni culinarie, 

come la preparazione dei prodotti da forno e margarine [25]. Inoltre, 

l’idrogenazione è stata utilizzata per creare sostituti dei grassi animali che sono 

solidi a temperatura ambiente, come la margarina, che può essere spalmata come il 

burro, ma prodotta da oli vegetali.  

Gli acidi grassi trans prodotti attraverso l’idrogenazione parziale sono 

ampiamente riconosciuti come dannosi per la salute cardiovascolare. Numerosi 

studi hanno dimostrato che l’assunzione degli acidi grassi trans aumenta 

significativamente il livello di colesterolo LDL nel sangue, mentre abbassa il livello 

di colesterolo HDL; questo squilibrio favorisce la formazione di placche nelle 

arterie, aumentando il rischio di aterosclerosi, infarto e ictus. Oltre al loro impatto 

sui livelli di colesterolo, i grassi trans sono stati collegati a un aumento 

dell’infiammazione sistemica, che è un fattore di rischio per molte malattie 

croniche, tra cui diabete di tipo 2 e alcune forme di cancro. Gli studi hanno anche 
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suggerito che gli acidi grassi trans possono contribuire alla resistenza all’insulina, 

che predispone allo sviluppo del diabete [23]. A causa dei rischi per la salute 

associati ai grassi trans, molti paesi hanno introdotto regolamentazioni per limitarne 

il consumo. Ad esempio, l’Unione Europea ha imposto un limite di 2 g di grassi 

trans per 100 g di grassi totali in un alimento. Gli Stati Uniti hanno richiesto la 

rimozione dei grassi trans artificiali dagli alimenti a partire dal 2018, a seguito di 

una dichiarazione della FDA che li ha considerati non sicuri. I LARN 

raccomandano di limitare il più possibile l’assunzione di grassi trans, che non 

dovrebbe superare l’1% dell’apporto energetico totale. In risposta a queste 

regolamentazioni, l’industria alimentare ha sviluppato nuovi metodi per sostituire i 

grassi trans nei prodotti alimentari come l’impiego di oli vegetali non idrogenati 

oppure di oli tropicali come l’olio di palma, che sono naturalmente solidi a 

temperatura ambiente ma non contengono grassi trans.  

L’interesterificazione rappresenta un processo di lavorazione alternativo che 

consente di modificare le proprietà di un grasso attraverso la riorganizzazione degli 

acidi grassi all’interno o tra molecole di trigliceridi. Tale processo può avvenire per 

via chimica oppure enzimatica [26]. L’interesterificazione chimica utilizza un 

catalizzatore chimico, spesso idrossido di sodio o metossido di sodio, per rompere 

i legami esterei nei trigliceridi e permettere agli acidi grassi di riarrangiarsi su 

diverse molecole di glicerolo. Il risultato è un cambiamento nella struttura fisica del 

grasso, che può portare a una maggiore solidità o a un punto di fusione più elevato, 

a seconda delle esigenze [26]. Nell’interesterificazione enzimatica, gli enzimi, 

(spesso lipasi specifiche) vengono utilizzati per facilitare il riarrangiamento degli 

acidi grassi; questo metodo è più delicato e può essere più selettivo rispetto 

all’interesterificazione chimica, consentendo una maggiore precisione nel 
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determinare il profilo del grasso finale [27]. Inoltre, è considerato un metodo più 

ecologico, poiché evita l’uso di sostanze chimiche nocive [27]. Il risultato 

dell’interesterificazione è la creazione di grassi che possiedono caratteristiche 

fisiche simili a quelle ottenute attraverso l’idrogenazione parziale, ma senza la 

formazione dei grassi trans, con punti di fusione specifici utili per prodotti che 

richiedono una certa consistenza a temperatura ambiente, come le margarine o 

grassi per pasticceria [26]. Per queste ragioni, il processo di interesterificazione è 

utilizzato in una vasta gamma di prodotti alimentari, tra cui margarine e creme 

spalmabili, tutti prodotti alimentari che richiedono una consistenza solida a 

temperatura ambiente, simile al burro ma senza grassi trans. I prodotti da forno 

come biscotti, torte e altri prodotti da forno traggono vantaggio dall’utilizzo di 

grassi derivati dell’interesterificazione che conferiscono una buona struttura e una 

consistenza uniforme. L’interesterificazione può essere utilizzata per ottenere il 

punto di fusione ideale per il cioccolato e altri prodotti che devono mantenere la 

loro forma a temperatura ambiente ma fondersi in bocca.  

Il processo di interesterificazione, specialmente nella sua forma enzimatica, è 

più sostenibile e può ridurre non solo i costi per l’acquisto dei reagenti chimici, ma 

anche per lo smaltimento dei rifiuti chimici [27]. Inoltre, la possibilità di utilizzare 

enzimi specifici permette una maggiore efficienza del processo, riducendo i costi di 

produzione a lungo termine. Pertanto, l’interesterificazione rappresenta una 

soluzione avanzata e versatile per l’industria alimentare, e offre una valida 

alternativa all’idrogenazione parziale che determina la formazione di acidi grassi 

trans [28]. Tuttavia, come con qualsiasi tecnologia alimentare è essenziale 

monitorare attentamente gli effetti a lungo termine sulla salute e garantire che i 

benefici superino eventuali rischi. Con l’evoluzione delle tecnologie e una crescente 



 

 

Capitolo 2. Lipidi e salute 

Dottorato di Ricerca in Scienze Chimiche  89 
 

attenzione alla salute pubblica, l’interesterificazione potrebbe giocare un ruolo 

chiave nella futura produzione alimentare sostenibile e sicura. La sfida è dunque 

bilanciare le esigenze dell’industria alimentare con la necessità di proteggere la 

salute dei consumatori, continuando a sviluppare alternative più sicure e sostenibili.  

2.5 Raccomandazioni nutrizionali sugli acidi grassi monoinsaturi 

Per ciò che concerne gli acidi grassi monoinsaturi o comunemente definiti 

MUFAs, i LARN forniscono indicazioni dettagliate sulla loro assunzione. 

Innanzitutto, la quota di energia giornaliera derivante dai grassi dovrebbe essere 

compresa tra il 20% e il 35% dell’apporto energetico totale, e di questo i MUFA 

dovrebbero contribuire per circa il 10-15% dell’energia totale giornaliera. I LARN 

sottolineano che l’acido oleico (C18:1ω9) è particolarmente benefico per la salute 

cardiovascolare, aiutando a ridurre il colesterolo LDL senza abbassare il colesterolo 

HDL. Pertanto, i LARN raccomandano un’ampia inclusione di alimenti ricchi di 

MUFAs nella dieta, come l’olio d’oliva, considerato un pilastro della dieta 

mediterranea associata ad una riduzione del rischio di malattie croniche. L’OMS 

non fornisce un’esatta percentuale specifica per i MUFAs, ma sottolinea 

l’importanza di ottenere questi grassi da fonti alimentari sane, come l’olio d’oliva 

e altri oli vegetali non raffinati, piuttosto che da cibi trasformati. L’American Heart 

Association (AHA) raccomanda che i grassi monoinsaturi e polinsaturi insieme 

costituiscano la maggior parte dei grassi consumati nella dieta, preferibilmente a 

scapito dei grassi saturi [29]. Specificamente, l’AHA consiglia che i grassi saturi 

costituiscano meno del 6% delle calorie giornaliere, suggerendo implicitamente che 

il restante apporto lipidico dovrebbe essere principalmente costituito da MUFA e 
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PUFA. L’associazione riconosce il valore degli alimenti ricchi di MUFAs nella 

riduzione del rischio di malattie cardiovascolari [29-30].  

Le Dietary Guidelines for Americans (DGA) raccomandano di sostituire i grassi 

saturi con MUFAs e PUFAs come parte di una dieta sana, anche se non specificano 

una loro percentuale esatta. Inoltre, le DGA incoraggiano l’assunzione di oli 

vegetali, in particolare l’olio d’oliva, come parte di un’alimentazione equilibrata 

che favorisca la salute del cuore. Anche l’European Food Safety Authority (EFSA) 

[31] ha pubblicato raccomandazioni che non stabiliscono un intervallo esatto per i 

MUFAs, ma promuovono l’assunzione di questi grassi come parte di una dieta 

equilibrata. Anche l’EFSA suggerisce che l’olio d’oliva, ricco di acido oleico, 

dovrebbe essere una fonte primaria di grassi nella dieta in quanto parte integrante 

della dieta mediterranea, riconosciuta per i suoi benefici sulla salute 

cardiovascolare. Le raccomandazioni fornite dai LARN e dalle linee guida 

internazionali sono in gran parte allineate nell’indicare che gli acidi grassi 

monoinsaturi sono una componente salutare della dieta. L’accento è posto 

sull’importanza di sostituire i grassi saturi con i grassi monoinsaturi per migliorare 

la salute cardiovascolare e ridurre il rischio di malattie croniche [10]. 

L’olio d’oliva, in particolare è comunemente promosso come una delle migliori 

fonti di MUFAs, grazie alla sua capacità di abbassare il colesterolo LDL senza 

influenzare negativamente l’HDL [30]. Un altro aspetto importante è che le linee 

guida sottolineano l'importanza di ottenere i MUFAs da fonti alimentari integrali 

minimamente trasformate, come l’olio d’oliva, l’avocado, le noci piuttosto che da 

alimenti trasformati che possono contenere grassi potenzialmente dannosi [32]. Le 

raccomandazioni per l’assunzione degli acidi grassi monoinsaturi secondi i LARN 

e le principali linee guida internazionali convergono sull’importanza di questi grassi 
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nella promozione della salute, in particolare per la prevenzione delle malattie 

cardiovascolari. L’inclusione dei MUFAs nella dieta dovrebbe avvenire 

principalmente attraverso fonti alimentari naturali e sane, con un’enfasi particolare 

sull’oliva d’oliva, che rappresenta una componente chiave della dieta mediterranea, 

riconosciuto a livello mondiale per i suoi benefici sulla salute [32].  

2.6 Raccomandazioni nutrizionali sugli acidi grassi polinsaturi  

Gli acidi grassi polinsaturi, definiti comunemente con il termine PUFAs, sono 

noti per i loro effetti benefici sulla salute cardiovascolare, cerebrale e infiammatoria 

[20, 33-34]. Gli ω-6 come l’acido linoleico (C18:2ω6), sono importanti per la salute 

della pelle e per altre funzioni corporee; il loro equilibrio è cruciale per il 

mantenimento di un buon stato di salute [20, 33-34]. Secondo i LARN, i PUFAs 

dovrebbero costituire il 6-10% dell’apporto energetico totale giornaliero. Questo 

intervallo include sia gli acidi grassi della serie ω-3 che ω-6. La raccomandazione 

si basa su studi che dimostrano che un’assunzione adeguata di PUFA contribuisce 

a una buona salute cardiovascolare e alla prevenzione delle malattie croniche [34]. 

I LARN raccomandano di consumare almeno 0,5-1,0 g di acido α-linolenico 

(C18:3ω3) al giorno per ottenere benefici per la salute. Non vi è una 

raccomandazione specifica per EPA (C20:5ω3) e DHA (C22:6ω3), ma il LARN 

suggeriscono che il consumo di pesce ricco di EPA e DHA (almeno due porzioni 

di pesce grasso alla settimana) possa contribuire ulteriormente alla salute 

cardiovascolare e cerebrale. L’assunzione di ω-6, principalmente sotto forma di 

acido linoleico è raccomandata per costituire circa il 5-10% dell’apporto energetico 

totale. È importante mantenere un equilibrio adeguato tra ω-6 e ω-3 per evitare 
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effetti pro-infiammatori derivanti da un eccessivo consumo di ω-6 in relazione agli 

ω-3 [21].  

L’OMS raccomanda che i PUFAs rappresentino tra il 6% e il 10% dell’apporto 

energetico totale giornaliero. Le linee guida dell’OMS enfatizzano l’importanza 

degli ω-3 nella dieta, suggerendo un’assunzione di almeno 250-500 mg di EPA e 

DHA al giorno per ridurre il rischio di malattie cardiovascolari. Anche L’American 

Heart Association raccomanda che gli ω-3, in particolare EPA e DHA, siano 

consumati attraverso pesce grasso o integratori, con una dose di almeno 1,0 g al 

giorno per le persone con malattie coronariche. L’associazione consiglia di 

includere almeno due porzioni di pesce grasso alla settimana per ottenere benefici 

cardiovascolari [32, 35-36]. Le Dietary Guidelines for Americans suggeriscono di 

consumare acidi grassi polinsaturi come parte di una dieta equilibrata, enfatizzando 

l’importanza degli ω-3 e il bilanciamento con ω-6 [37]. Non viene fornito un valore 

specifico per gli ω-6, ma si incoraggia un apporto adeguato e bilanciato di PUFA. 

Infine, l’EFSA raccomanda che i PUFAs costituiscano tra il 6% e il 10% 

dell’apporto energetico totale. Le linee guida dell’EFSA evidenziano anche 

l’importanza degli ω-3 e suggeriscono che una dieta equilibrata dovrebbe includere 

fonti ricche di EPA e DHA.  

L’inclusione adeguata dei PUFAs nella dieta è quindi suggerita da tutte le 

principali organizzazioni mondiali sulla nutrizione umana utili per mantenere non 

solo la salute cardiovascolare, ma il benessere dell’intero organismo. Gli ω-3 sono 

noti per ridurre il rischio di malattie cardiache, migliorare la funzione cerebrale e 

avere effetti antinfiammatori [20, 33-34]. D’altra parte, un eccessivo consumo di 

ω-6 rispetto agli ω-3 può avere effetti pro-infiammatori, rendendo cruciale un 

bilanciamento appropriato [37]. Le raccomandazioni sui PUFAs fornite dai LARN 
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sono in linea con le linee guida internazionali, tutte promuovono l’importanza degli 

ω-3 e l’equilibrio con gli ω-6. Seguire queste raccomandazioni può contribuire a 

una dieta sana e alla prevenzione delle malattie croniche. È essenziale che la dieta 

includa una varietà di fonti di PUFA, con particolare attenzione all’equilibrio tra ω-

3 e ω-6 [37]. 

2.7 Carenze nutrizionali dei lipidi e impatto sulla salute umana  

I lipidi sono un gruppo eterogeneo di composti organici che svolgono ruoli 

cruciali nel corpo umano, non solo come fonte di energia ma anche come 

componenti strutturali delle membrane cellulari e come precursori di molecole 

biologiche essenziali [38]. La loro importanza nella dieta e nella salute è 

indiscutibile, e una loro carenza può portare a una serie di problemi nutrizionali e 

patologici [37]. I lipidi forniscono una quantità significativa di energia 

all’organismo umano. Un grammo di grasso fornisce circa 9 calorie, rispetto alle 4 

calorie per grammo dei carboidrati e delle proteine. Questa densità energetica è 

fondamentale per sostenere le attività quotidiane e le funzioni corporee di base. In 

condizioni di carenza calorica, il corpo utilizza i lipidi immagazzinati come riserva 

di energia. I lipidi svolgono un ruolo fondamentale nel mantenimento di un sistema 

immunitario sano [33]. La loro carenza può compromettere significativamente la 

risposta immunitaria, rendendo l’organismo più vulnerabile a infezioni e malattie 

[33]. Questo impatto è dovuto a diversi meccanismi attraverso i quali i lipidi 

influenzano la funzione e l’efficacia del sistema immunitario. Nei sottoparagrafi 

successivi è fornito un approfondimento dettagliato sui principali aspetti della 

compromissione del sistema immunitario associata alla carenza di lipidi. 
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2.7.1 Ruolo dei lipidi nel sistema immunitario. 

I lipidi, in particolare i fosfolipidi e i glicolipidi, sono componenti essenziali 

delle membrane cellulari [39]. Le membrane cellulari delle cellule immunitarie, 

come linfociti e macrofagi, dipendono dai lipidi per mantenere la loro integrità 

strutturale e la fluidità necessaria per lo svolgimento delle loro funzioni cellulari 

[39]. Una carenza dei lipidi può compromettere la fluidità e la funzionalità delle 

membrane cellulari, riducendo l’efficacia delle cellule immunitarie nel riconoscere 

e rispondere a patogeni e segnali infiammatori. Gli acidi grassi essenziali, come gli 

ω-3 e ω-6, sono precursori di eicosanoidi, molecole bioattive che regolano la 

risposta infiammatoria e immunitaria. Gli eicosanoidi includono prostaglandine, 

leucotrieni e trombossani, che modulano la funzione immunitaria e la risposta 

infiammatoria. [40]. La carenza di acidi grassi essenziali porta a una produzione 

alterata di eicosanoidi, con conseguente disregolazione della risposta infiammatoria 

e immunitaria. Questo può manifestarsi come una risposta immunitaria inadeguata 

o esagerata. I linfociti, cruciali per la risposta immunitaria adattativa, richiedono un 

apporto adeguato di lipidi per la loro proliferazione e funzione, gli acidi grassi 

essenziali influenzano la produzione di citochine e la capacità dei linfociti di 

attaccare e distruggere le cellule infette [40]. Una carenza dei lipidi può ridurre la 

produzione e la funzione dei linfociti T e B, compromettendo la risposta 

immunitaria specifica e la capacità di combattere infezioni [38]. I macrofagi sono 

cellule immunitarie responsabili della fagocitosi di patogeni e detriti cellulari. I 

lipidi sono essenziali per la produzione di membrana e la funzione di fagocitosi dei 

macrofagi. La carenza dei lipidi può ridurre l’efficacia dei macrofagi nel 

riconoscere e distruggere i patogeni, aumentando la suscettibilità a infezioni 

batteriche, virali e fungine [38]. Gli acidi grassi essenziali modulano la risposta 
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infiammatoria attraverso la produzione di eicosanoidi [41]. Una proporzione 

inadeguata di ω-3 e ω-6 può portare a una risposta infiammatoria squilibrata, mentre 

una carenza dei lipidi può causare un’infiammazione cronica a basso grado o una 

risposta infiammatoria eccessiva, che può contribuire a malattie autoimmuni e 

infiammatorie croniche come l’artrite reumatoide e il lupus eritematoso sistemico. 

Gli ω-3, come EPA e DHA, hanno effetti antinfiammatori e regolano la produzione 

di citochine. La loro carenza può ridurre l’inibizione dell’infiammazione e 

aumentare la risposta infiammatoria. Gli individui con carenza di ω-3 possono avere 

un aumento del rischio di malattie infiammatorie e autoimmuni; inoltre, possono 

essere meno capaci di guarire da infezioni e traumi.  

Gli ω-6 sono essenziali per la produzione di eicosanoidi pro-infiammatori che 

sono necessari per risposte immunitarie adeguate; un eccesso o una carenza di ω-6, 

rispetto agli ω-3, può alterare questo equilibrio [33]. La carenza di ω-6 può 

compromettere la capacità di generare risposte infiammatorie necessarie per 

combattere infezioni e gestire lesioni. Per garantire un apporto adeguato dei lipidi 

essenziali, è necessario includere nella dieta fonti di acidi grassi ω-3 (pesci grassi, 

semi di lino, noci) e ω-6 (oli vegetali, noci). Inoltre, bisogna limitare l’assunzione 

dei grassi saturi e trans, che possono influenzare negativamente la funzione 

immunitaria e il profilo lipidico. In caso di sintomi o sospetti di carenza lipidica, 

monitorare i livelli di acidi grassi attraverso esami clinici. In caso di carenza bisogna 

considerare l’utilizzo di integratori di ω-3 e ω-6, se necessario, sotto la supervisione 

di un medico o un nutrizionista. È consigliabile mantenere uno stile di vita sano con 

attività fisica regolare e un adeguato riposo, che supportano il sistema immunitario 

e favoriscono l’equilibrio lipidico [29]. I lipidi sono essenziali per la salute del 

sistema immunitario, influenzando la struttura delle cellule immunitarie, la 
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produzione di molecole bioattive e la risposta infiammatoria. Per mantenere un 

sistema immunitario forte e funzionante, è cruciale assicurare un apporto adeguato 

dei lipidi essenziali e adottare pratiche alimentari e di stile di vita che supportino la 

salute immunitaria [40-41]. 

2.7.2 Problemi cutanei associati alla carenza di lipidi 

La pelle è uno degli organi più evidenti e vulnerabili agli squilibri nutrizionali, 

tra cui la carenza dei lipidi [42]. I lipidi svolgono un ruolo fondamentale nella salute 

cutanea, contribuendo alla sua barriera protettiva, alla sua idratazione e alla sua 

elasticità. La carenza dei lipidi può manifestarsi attraverso una serie di problemi 

cutanei, che spaziano da alterazioni superficiali a condizioni più gravi.  I lipidi sono 

cruciali per il mantenimento della barriera cutanea [43]. La pelle è protetta da uno 

strato di lipidi, noto come “film idrolipidico”, che previene la perdita eccessiva di 

acqua e protegge contro gli agenti esterni. I principali lipidi coinvolti sono ceramidi, 

fosfolipidi e i trigliceridi [43]. Quando c’è una carenza dei lipidi, la produzione e la 

qualità di questi lipidi diminuiscono, compromettendo la capacità della pelle di 

mantenere l’idratazione e l’integrità strutturale, ciò porta a una perdita di acqua 

transcutanea e alla secchezza della pelle. La pelle appare squamosa, ruvida e può 

avere un aspetto opaco, si verificano squame o pellicine che si staccano dalla 

superficie della pelle, spesso accompagnate da prurito [44]. La carenza dei lipidi 

può causare un’infiammazione della pelle, nota come dermatite. Senza un’adeguata 

quantità dei lipidi, la pelle diventa più suscettibile agli irritanti esterni e agli 

allergeni, contribuendo a condizioni infiammatorie come la dermatite atopica o la 

dermatite da contatto. La pelle può diventare arrossata, gonfia e calda al tatto, si 

manifesta con prurito intenso e sensazione di irritazione, che può peggiorare in 
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risposta a determinati fattori ambientali o alimentari. La carenza dei lipidi altera la 

funzione barriera della pelle, rendendola più vulnerabile a infezioni e 

infiammazioni. Gli eczemi e i rash possono svilupparsi a causa dell’interazione tra 

una pelle compromessa e vari fattori ambientali [43].  

L’eczema, si presenta come macchie di pelle infiammata e pruriginosa, spesso 

accompagnate da vesciche e croste. Esso può essere localizzato o diffuso e può 

peggiorare senza un’adeguata integrazione lipidica [43]. I rash cutanei possono 

apparire come macchie rosse, papule o urticaria sulla pelle, spesso accompagnati 

da prurito e irritazione. Con una carenza dei lipidi, la pelle perde parte della sua 

capacità di fungere da barriera contro allergeni e irritanti, questo aumenta la 

sensibilità cutanea e la reattività a sostanze chimiche e ambientali. La pelle può 

reagire in modo eccessivo a sostanze che normalmente non causerebbero problemi, 

manifestandosi con arrossamenti, gonfiore e prurito. La pelle diventa più sensibile 

ai prodotti cosmetici, ai detergenti e ai cambiamenti climatici. Inoltre, i lipidi sono 

coinvolti nella struttura e nell’elasticità della pelle, contribuendo a mantenere la sua 

morbidezza e compattezza. La carenza dei lipidi può ridurre la produzione di 

collagene ed elastina, proteine essenziali per la struttura della pelle [45]. La pelle 

può apparire meno tonica e più rilassata, con una riduzione della sua capacità di 

ritornare alla forma originale dopo essere stata tirata. La pelle tende a mostrare 

rughe e linee sottili precocemente, poiché la perdita dei lipidi influisce 

negativamente sulla sua capacità di mantenere la struttura e l’elasticità [45]. La 

carenza dei lipidi ha un impatto diretto e significativo sulla salute della pelle. I lipidi 

sono essenziali per mantenere la barriera cutanea, regolare l’idratazione e garantire 

l’integrità strutturale della pelle. Senza un apporto adeguato dei lipidi, la pelle 

diventa più suscettibile a secchezza, infiammazione, eczemi e altri problemi cutanei 
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[45]. È fondamentale mantenere una dieta equilibrata e ricca di grassi sani per 

prevenire e trattare tali condizioni e per preservare una pelle sana e ben nutrita [42]. 

2.7.3 Compromissione della funzione cerebrale associata alla carenza dei lipidi  

I lipidi sono fondamentali per la salute del cervello e la funzione cognitiva, la 

loro carenza può avere impatti significativi sulle funzioni cerebrali, poiché i lipidi 

sono coinvolti in vari aspetti della neurobiologia, dalla struttura delle membrane 

neuronali alla produzione di neurotrasmettitori e alla regolazione delle funzioni 

cerebrali superiori come la memoria e l’umore. Il cervello è composto per circa il 

60% da grassi e le membrane neuronali sono ricche di fosfolipidi e colesterolo, 

questi lipidi sono cruciali per mantenere la fluidità e la stabilità delle membrane 

cellulari, facilitando la trasmissione degli impulsi nervosi. Una carenza dei lipidi 

può alterare la composizione e la fluidità delle membrane neuronali, influenzando 

negativamente la comunicazione tra i neuroni e di conseguenza, le funzioni 

cognitive e motorie [46]. Gli acidi grassi essenziali, come gli ω-3 e ω-6, sono 

precursori di molecole che influenzano la sintesi e la funzione dei 

neurotrasmettitori. Ad esempio, l’acido eicosapentaenoico e l’acido 

docosaesaenoico sono cruciali per la produzione di dopamina e serotonina. Una 

carenza dei lipidi può ridurre la produzione dei neurotrasmettitori, contribuendo a 

disfunzioni cognitive, alterazioni dell’umore e comportamenti anomali [47]. I 

lipidi, in particolare il DHA, sono essenziali per lo sviluppo cerebrale durante 

l’infanzia e l’adolescenza, il DHA contribuisce alla formazione delle sinapsi e alla 

plasticità cerebrale, che è la capacità del cervello di adattarsi e riorganizzarsi [48]. 

La carenza dei lipidi può compromettere lo sviluppo cerebrale nei bambini e influire 

sulla plasticità cerebrale negli adulti, con conseguenze sulla capacità di apprendere, 



 

 

Capitolo 2. Lipidi e salute 

Dottorato di Ricerca in Scienze Chimiche  99 
 

memorizzare e adattarsi a nuove esperienze. La carenza di DHA e altri lipidi 

essenziali può influenzare negativamente la memoria a breve e lungo termine e le 

capacità di apprendimento, alcuni studi hanno dimostrato che una dieta povera di 

ω-3 è associata a una riduzione della memoria e delle capacità cognitive [49]. La 

mancanza di acidi grassi essenziali può contribuire a problemi di attenzione e 

concentrazione, rendendo difficile focalizzarsi su compiti complessi e mantenere 

un’attenzione sostenuta [49]. Gli acidi grassi ω-3 sono noti per il loro ruolo nella 

regolazione dell’umore e nella prevenzione dei disturbi dell’umore come la 

depressione e l’ansia, una carenza di questi lipidi può predisporre a disturbi 

dell’umore e influire sul benessere psicologico. La carenza dei lipidi essenziali può 

anche essere associata a una maggiore irritabilità e comportamenti aggressivi, 

poiché i lipidi influenzano la regolazione delle emozioni e delle risposte 

comportamentali [50]. La carenza di DHA è stata associata a un aumento del rischio 

di malattie neurodegenerative come l’Alzheimer. Gli acidi grassi essenziali sono 

fondamentali per la salute delle cellule cerebrali e la protezione contro il danno 

ossidativo e l’infiammazione. Altre malattie neurodegenerative possono anche 

essere influenzate dalla carenza di lipidi, poiché i lipidi svolgono un ruolo nella 

protezione delle cellule nervose e nella regolazione delle risposte infiammatorie nel 

cervello [51]. Numerosi studi clinici hanno dimostrato che l’integrazione di ω-3 

può migliorare le funzioni cognitive e ridurre i sintomi depressivi. Ad esempio, uno 

studio pubblicato sulla rivista Journal of Clinical Psychiatry [52] ha evidenziato 

che l’assunzione di ω-3 può avere effetti positivi sulla memoria e sull’umore nei 

pazienti con depressione maggiore. Altri studi hanno trovato che l’integrazione di 

DHA può migliorare le capacità di apprendimento e memoria negli adulti e nei 

bambini, suggerendo un ruolo protettivo degli ω-3 contro il declino cognitivo [51]. 
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La carenza di DHA è stata associata a deficit cognitivi e alterazioni dell’umore, 

studi epidemiologici hanno mostrato che le persone con bassi livelli di DHA sono 

più inclini a sviluppare problemi di memoria e disturbi dell’umore [51]. La ricerca 

condotta su diete povere di lipidi essenziali ha rivelato che la restrizione di ω-3 e 

ω-6 può compromettere la funzionalità cerebrale e accelerare il declino cognitivo 

[53]. È necessario introdurre con la dieta fonti di acidi grassi essenziali come pesci 

grassi (salmone, sgombro), semi di lino, noci e oli vegetali per sostenere la salute 

cerebrale e la funzione cognitiva. Bisogna sempre considerare l’utilizzo di 

integratori di ω-3 sotto la guida di un professionista della salute per assicurare un 

adeguato apporto dei lipidi essenziali. Inoltre, è consigliabile monitorare i livelli dei 

lipidi essenziali attraverso esami clinici per prevenire carenze e ottimizzare la 

funzione cerebrale. Bisogna mantenere uno stile di vita sano con esercizio regolare 

e adeguato riposo per supportare la funzione cerebrale e la salute generale. I lipidi 

sono essenziali per una funzione cerebrale ottimale, influenzando la struttura delle 

membrane neuronali, la sintesi dei neurotrasmettitori e lo sviluppo cerebrale. La 

carenza dei lipidi può portare a gravi conseguenze cognitive e comportamentali, tra 

cui diminuzione della memoria, alterazioni dell’umore e aumento del rischio di 

malattie neurodegenerative [37]. Assicurare un apporto adeguato dei lipidi 

essenziali attraverso la dieta e se necessario, l’integrazione è fondamentale per 

mantenere una funzione cerebrale sana e prevenire problemi associati alla carenza 

lipidica [49]. 

2.7.4 Impatti metabolici ed energetici della carenza dei lipidi  

I lipidi giocano un ruolo chiave nel metabolismo e nella produzione di energia, 

la loro carenza può avere effetti profondi sul bilancio energetico, sulla salute 
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metabolica e sulle funzioni fisiologiche generali. I lipidi sono una fonte primaria di 

energia a lungo termine ed in particolare gli acidi grassi, componenti fondamentali 

dei trigliceridi, vengono ossidati nei mitocondri per produrre ATP (adenosina 

trifosfato), la principale molecola energetica delle cellule. Tale processo è 

particolarmente importante durante periodi di digiuno o esercizio fisico prolungato 

[54]. Senza un adeguato apporto dei lipidi, l’organismo può avere difficoltà a 

mantenere adeguati i livelli di energia durante periodi di aumentata necessità 

energetica, come durante il digiuno o l’attività fisica intensa [54]. Quando i livelli 

dei carboidrati sono insufficienti, il corpo utilizza i lipidi per produrre corpi 

chetonici, che vengono utilizzati come fonte di energia alternativa per il cervello e 

i muscoli. Questo processo è cruciale durante diete a basso contenuto di carboidrati 

o digiuni prolungati [55]. In assenza dei lipidi adeguati, la produzione dei corpi 

chetonici può essere compromessa, limitando la capacità del corpo di adattarsi a 

condizioni di bassa disponibilità dei carboidrati e influenzando negativamente il 

metabolismo energetico [55]. Una carenza dei lipidi può ridurre la disponibilità di 

ATP, portando a sintomi di affaticamento e debolezza muscolare, la mancanza di 

acidi grassi essenziali può compromettere la funzione mitocondriale, che è 

essenziale per una produzione energetica ottimale. Gli sportivi e le persone 

fisicamente attive possono sperimentare una riduzione delle prestazioni e della 

resistenza, poiché i lipidi sono una fonte importante di energia durante attività 

prolungate e ad alta intensità [56]. Inoltre, la carenza dei lipidi può alterare i segnali 

di sazietà e il bilancio energetico, portando a un aumento dell’appetito e a un 

consumo eccessivo di carboidrati; ciò contribuisce a squilibri nel peso corporeo e 

nella composizione corporea [57].  
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I lipidi sono precursori di molti ormoni, inclusi gli ormoni steroidei come 

estrogeni e testosterone, una loro carenza, può influenzare negativamente la 

produzione ormonale e di conseguenza, il metabolismo energetico e la funzione 

riproduttiva [58]. La carenza dei lipidi può alterare l’efficienza dell’utilizzo 

metabolico dei carboidrati. Senza un’adeguata disponibilità dei lipidi, il corpo può 

fare maggiore affidamento sui carboidrati per la produzione di energia, che può 

portare a fluttuazioni nei livelli di zucchero nel sangue e alla resistenza all’insulina 

[56]. 

In situazioni di carenza lipidica, il corpo può anche iniziare a degradare le 

proteine per ottenere energia, che può portare alla perdita di massa muscolare e a 

una riduzione della funzione muscolare e metabolica [59]. I mitocondri, noti come 

le “centrali energetiche” delle cellule, dipendono dai lipidi per la produzione di 

ATP, i lipidi sono essenziali per la formazione delle membrane mitocondriali e per 

la regolazione della catena di trasporto degli elettroni [60]. Una carenza dei lipidi 

può compromettere la funzione mitocondriale, riducendo la produzione di ATP e 

influenzando negativamente la capacità cellulare di produrre energia e gestire il 

metabolismo [60]. I lipidi e i loro metaboliti, come i diacilgliceroli e le ceramidi, 

giocano un ruolo nella segnalazione metabolica e nell’influenza sulla regolazione 

della glicemia e dell’omeostasi energetica. La carenza dei lipidi può influenzare la 

segnalazione lipidica, alterando la regolazione della glicemia e la risposta 

insulinica, che può portare a disturbi metabolici come il diabete di tipo 2 [61]. 

Ricerche cliniche hanno dimostrato che la carenza di acidi grassi essenziali è 

associata a sintomi di affaticamento e riduzione delle prestazioni fisiche, ad 

esempio, uno studio pubblicato nell’ American Journal of Clinical Nutrition ha 

dimostrato che la supplementazione di ω-3 migliora la performance fisica e riduce 
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l’affaticamento [21]. Alcuni studi hanno indicato che la carenza dei lipidi altera il 

bilancio energetico e può portare a un aumento dell’appetito e a una maggiore 

dipendenza dai carboidrati come fonte di energia.  

I lipidi sono essenziali per la produzione e la regolazione dell’energia nel corpo 

umano. La loro carenza può compromettere la produzione di ATP, alterare il 

bilancio energetico, influenzare la segnalazione metabolica e ridurre la capacità 

fisica e cognitiva. Per mantenere una funzione energetica ottimale e prevenire 

problemi metabolici, è importante garantire un apporto adeguato dei lipidi 

attraverso una dieta equilibrata e, se necessario, ricorrere a integrazioni mirate [6].  

I lipidi sono essenziali non solo per la produzione di energia e il mantenimento 

delle strutture cellulari, ma anche per l’assorbimento delle vitamine liposolubili [7]. 

Una carenza dei lipidi può compromettere significativamente il processo di 

assorbimento di queste vitamine, portando a una serie di carenze nutrizionali e 

conseguenze cliniche. Le vitamine liposolubili, che includono vitamina A, D, E e 

K, sono solubili nei grassi e richiedono un ambiente lipidico per essere assorbite 

efficacemente nell’intestino tenue. I lipidi alimentari, insieme ai sali biliari, 

formano micelle che facilitano il trasporto e l’assorbimento di queste vitamine 

attraverso la parete intestinale [7]. Le micelle sono piccole strutture lipidiche che 

solubilizzano le vitamine liposolubili e le rendono disponibili per l’assorbimento. 

Senza una quantità sufficiente dei lipidi, la formazione di micelle è compromessa, 

riducendo l’efficienza dell’assorbimento delle vitamine [7]. I lipidi alimentari 

stimolano la produzione di bile, che contiene sali biliari essenziali per l’emulsione 

dei grassi e la formazione delle micelle [62]. La vitamina A è fondamentale per la 

salute della vista, la funzione immunitaria e la pelle, una carenza di lipidi può 

ridurre l’assorbimento della vitamina A, portando a disturbi visivi come la cecità 
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notturna e a problemi di pelle come la xerosi. [63] Alcuni studi hanno dimostrato 

che persone con diete a basso contenuto di grassi possono sviluppare carenze di 

vitamina A, evidenziando l’importanza dei lipidi nella sua assimilazione. La 

vitamina D è fondamentale per la regolazione del calcio e la salute delle ossa. La 

carenza dei lipidi può ridurre l’assorbimento della vitamina D, aumentando il 

rischio di osteoporosi e rachitismo, secondo alcune evidenze scientifiche la 

vitamina D viene assorbita più efficacemente in presenza dei lipidi. Studi recenti 

hanno dimostrato che le diete a basso contenuto di grassi possono influenzare 

negativamente i livelli di vitamina D nel sangue [64]. La vitamina E agisce come 

antiossidante, proteggendo le cellule dai danni ossidativi, una carenza, può 

compromettere l’assorbimento della vitamina E, portando a una ridotta protezione 

antiossidante e a un aumento del rischio di danni cellulari. La carenza di vitamina 

E può causare disturbi neurologici e muscolari, alcuni studi hanno mostrato che le 

diete povere di lipidi sono associate a bassi livelli di vitamina E [70]. La vitamina 

K è essenziale per la coagulazione del sangue e la salute ossea, una carenza dei 

lipidi può ridurre l’assorbimento della vitamina K, aumentando il rischio di 

emorragie e problemi di coagulazione. La vitamina K, essendo liposolubile, 

richiede un adeguato apporto dei lipidi per essere assorbita, diete a basso contenuto 

di grassi possono portare a carenze e a disordini della coagulazione [66].  

I lipidi, dopo essere stati assorbiti, vengono incorporati in lipoproteine come 

chilomicroni e VLDL (Very Low-Density Lipoproteins), che trasportano le vitamine 

liposolubili nel sistema circolatorio e nei vari tessuti. La carenza dei lipidi può 

ridurre la produzione di queste lipoproteine, compromettendo il trasporto delle 

vitamine liposolubili e contribuendo a carenze nutrizionali. I lipidi formano micelle 

con le vitamine liposolubili che vengono assorbite attraverso le cellule intestinali 
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[67]. In assenza dei lipidi, il processo di formazione delle micelle e l’assorbimento 

delle vitamine sono compromessi, diete a basso contenuto di grassi riducono la 

capacità dell’intestino di assorbire queste vitamine, portando a deficit nutrizionali.  

Studi clinici hanno dimostrato che le diete a basso contenuto di grassi possono 

ridurre significativamente i livelli di vitamine liposolubili nel sangue. Per esempio, 

uno studio pubblicato recentemente sulla rivista American Journal of Clinical 

Nutrition [68] ha evidenziato che i livelli di vitamina A e D sono diminuiti in 

individui con assunzione insufficiente di grassi. Ricerche su pazienti con 

malassorbimento dei grassi hanno dimostrato che una carenza dei lipidi è associata 

a bassi livelli di vitamina E, dimostrando l’importanza dei lipidi per l’assorbimento 

di questa vitamina. Studi di ricerca e revisioni sistematiche hanno confermato che 

la carenza dei lipidi influisce negativamente sull’assorbimento delle vitamine 

liposolubili, con conseguenze cliniche rilevanti per la salute [69]. La carenza di 

lipidi può compromettere l’assorbimento delle vitamine liposolubili, con effetti 

negativi sulla salute generale. La riduzione dell’assorbimento di vitamine A, D, E 

e K può portare a problemi visivi, ossei, neurologici e di coagulazione. È essenziale 

garantire un adeguato apporto dei lipidi nella dieta per prevenire carenze 

vitaminiche e mantenere una buona salute. Le strategie includono il consumo di 

fonti di grassi sani nella dieta e se necessario, la valutazione e la correzione delle 

carenze vitaminiche attraverso integrazioni mirate. 

2.7.5 Carenza dei lipidi e impatto cardiovascolare. 

La carenza dei lipidi può avere un impatto significativo sulla salute 

cardiovascolare, influenzando vari aspetti della funzione cardiaca e della salute 

vascolare. I lipidi, in particolare i grassi essenziali come gli acidi grassi ω-3 e ω-6, 
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giocano ruoli cruciali nella regolazione della pressione arteriosa, nella prevenzione 

dell’aterosclerosi e nella gestione del rischio cardiovascolare complessivo [35]. Gli 

acidi grassi essenziali, soprattutto i grassi ω-3 sono cruciali per la salute 

cardiovascolare perché hanno effetti antinfiammatori e antitrombotici, e riducono 

il rischio di eventi cardiovascolari come infarti e ictus [33].  

I lipidi influenzano la risposta infiammatoria sistemica e la formazione di 

eicosanoidi, che sono mediatori della infiammazione e della coagulazione. Inoltre, 

gli acidi grassi polinsaturi sono essenziali per il mantenimento della funzione 

endoteliale, fondamentale per la regolazione del tono vascolare e della pressione 

arteriosa [33]. I lipidi aiutano a regolare la pressione arteriosa attraverso la 

produzione di prostaglandine e altre molecole che influenzano il diametro dei vasi 

sanguigni. Una carenza dei lipidi può portare a una diminuzione degli acidi grassi 

essenziali e a uno squilibrio dei lipidi nel sangue, favorendo la formazione di placca 

aterosclerotica nelle arterie [34]. Alcuni studi hanno dimostrato che le diete a basso 

contenuto di grassi possono aumentare i livelli di lipoproteine a bassa densità 

(LDL), associate a un maggiore rischio di aterosclerosi e malattia coronarica [34]. 

La carenza dei lipidi può aumentare l’infiammazione e lo stress ossidativo, che 

contribuiscono a danni al miocardio e alla disfunzione cardiaca [70]. La ricerca 

indica che bassi livelli di acidi grassi ω-3 sono correlati a un aumento del rischio di 

insufficienza cardiaca e altre malattie cardiovascolari. Gli acidi grassi ω-3 hanno 

effetti antitrombotici e aiutano a prevenire la formazione di trombi [71]. La loro 

carenza può compromettere questa protezione, aumentando il rischio di trombosi e 

ictus. Alcuni studi hanno dimostrato che l’integrazione con ω-3 riduce l’incidenza 

di eventi trombotici, suggerendo che una carenza di questi acidi grassi può avere 

effetti negativi sul rischio cardiovascolare [34]. Una dieta povera di lipidi può 
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influenzare negativamente i livelli di colesterolo HDL “buono” e aumentare i livelli 

dei trigliceridi, contribuendo a un profilo lipidico sfavorevole. Alcune ricerche 

scientifiche hanno dimostrato che bassi livelli di grassi nella dieta possono portare 

a un aumento dei trigliceridi e una riduzione del colesterolo HDL, entrambi fattori 

di rischio per malattie cardiovascolari [72].  

Gli acidi grassi essenziali sono anche precursori di prostaglandine e leucotrieni 

che regolano la risposta infiammatoria e la funzione vascolare [33-34]. Una carenza 

dei lipidi può alterare la produzione di questi mediatori. La carenza di acidi grassi 

essenziali è associata a un aumento della produzione di molecole pro-

infiammatorie, che può contribuire alla disfunzione endoteliale e al rischio 

cardiovascolare. I lipidi sono coinvolti nella regolazione dei recettori delle 

lipoproteine, che controllano il metabolismo del colesterolo e dei trigliceridi [73]. 

Una carenza dei lipidi può alterare la funzione di questi recettori. Alterazioni nei 

recettori delle lipoproteine possono portare a dislipidemia e aumentare il rischio di 

malattie cardiovascolari [73].  

Ricerche scientifiche hanno confermato che una dieta adeguata in lipidi, 

soprattutto in ω-3, è cruciale per la prevenzione delle malattie cardiovascolari e la 

gestione dei fattori di rischio correlati [74]. La carenza dei lipidi può avere effetti 

deleteri sulla salute cardiovascolare, influenzando la formazione della placca 

aterosclerotica, la funzione cardiaca, la coagulazione e il profilo lipidico. Gli acidi 

grassi essenziali, in particolare gli ω-3 e ω-6, sono fondamentali per mantenere una 

salute cardiovascolare ottimale e ridurre il rischio di malattie cardiache. È 

essenziale garantire un apporto adeguato di lipidi attraverso una dieta equilibrata 

per prevenire complicazioni cardiovascolari e mantenere una buona salute generale 

[74]. 
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2.8 Lipidi e obesità: impatto sulla salute  

Secondo l’OMS, l’obesità è triplicata a livello mondiale dal 1975 ad oggi. Nel 

2023, oltre 1,9 miliardi di adulti erano in sovrappeso, di cui più di 650 milioni obesi, 

questo significa che quasi il 39% della popolazione mondiale adulta è in sovrappeso 

e circa il 13% è obesa [75]. I tassi di obesità sono particolarmente elevati nei paesi 

sviluppati, ma anche le nazioni in via di sviluppo stanno sperimentando un aumento 

significativo, un fenomeno spesso definito “transizione nutrizionale” [75]. 

L’urbanizzazione, la globalizzazione della catena alimentare e la riduzione 

dell’attività fisica sono fattori chiave che contribuiscono a questa tendenza. 

L’obesità infantile è diventata una crisi globale, sempre secondo l’OMS, nel 2020 

più di 340 milioni di bambini e adolescenti (dai 5 ai 19 anni) erano in sovrappeso o 

obesi. Nei bambini sotto i 5 anni, si stima che circa 39 milioni fossero in sovrappeso 

o obesi nello stesso anno [75]. Questa tendenza è preoccupante poiché i bambini 

obesi hanno una probabilità significativamente maggiore di diventare adulti obesi, 

con tutte le complicanze di salute associate. Inoltre, l’obesità infantile è correlata a 

una serie di problemi di salute, come il diabete di tipo 2, l’ipertensione e problemi 

psicologici [76]. L’obesità non colpisce tutte le popolazioni in modo uniforme, 

esistono significative disparità geografiche e socioeconomiche. Nei paesi ad alto 

reddito, i tassi di obesità sono spesso più alti tra le persone con un livello di 

istruzione e di reddito più basso. Al contrario, nei paesi a basso e medio reddito, 

l’obesità è prevalente tra le persone con un reddito più alto, anche se questa 

tendenza sta cambiando con la crescente accessibilità dei cibi ad alta densità 

calorica [77]. L’obesità è anche distribuita in modo disomogeneo tra le diverse 

regioni del mondo, ad esempio, negli Stati Uniti, circa il 42% degli adulti è obeso, 

un dato tra i più alti a livello globale [77]. In Europa, i tassi di obesità variano 
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ampiamente, con paesi come la Turchia che riportano tassi di obesità superiori al 

30%, mentre nazioni come l’Italia e la Francia presentano tassi inferiori ma 

comunque in aumento [77].  

L’obesità è influenzata non solo da scelte alimentari individuali ma anche da 

cambiamenti sociali e familiari. Uno degli aspetti più rilevanti degli ultimi decenni 

è il cambiamento nell’assetto familiare, con particolare riferimento 

all’emancipazione della donna e al conseguente impatto sulla nutrizione e sullo stile 

di vita dei bambini. L’emancipazione della donna ha portato a una maggiore 

partecipazione femminile nel mondo del lavoro e una redistribuzione dei ruoli 

domestici. Tuttavia, questi cambiamenti hanno anche modificato le dinamiche 

familiari tradizionali, specialmente per quanto riguarda la preparazione dei pasti e 

la supervisione dell’alimentazione dei bambini. In molte famiglie moderne, 

entrambi i genitori lavorano, il che riduce il tempo disponibile per cucinare pasti 

fatti in casa e per mangiare insieme come una famiglia [78]. Questo fenomeno ha 

portato a un aumento del consumo di pasti pronti, fast food e cibi altamente 

trasformati, che sono spesso ricchi di calorie, grassi saturi, zuccheri e sale. Inoltre, 

i bambini tendono a passare più tempo da soli o con badanti, che potrebbero non 

essere in grado di controllare adeguatamente la qualità e la quantità del cibo 

consumato. La mancanza di supervisione durante i pasti può portare a diverse 

problematiche, come a un consumo eccessivo di cibi ricchi di zuccheri e grassi, 

spesso influenzati dalla pubblicità e dalla disponibilità di snack poco salutari [78]. 

Inoltre, l’assenza di un contesto familiare durante i pasti può ridurre l’influenza 

positiva dei genitori nelle scelte alimentari dei bambini, compromettendo lo 

sviluppo di abitudini alimentari sane. La mancanza di rituali familiari come il 

pranzo o la cena insieme può anche avere un impatto negativo sulla socializzazione 
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e sul benessere psicologico dei bambini. I pasti condivisi sono un momento cruciale 

per l’interazione sociale, l’educazione alimentare e il rafforzamento dei legami 

familiari. Senza questi momenti, i bambini possono sentirsi isolati e meno sostenuti 

nelle loro scelte alimentari [78].  

Tutti questi cambiamenti nell’assetto familiare sono stati collegati a un aumento 

dei tassi di obesità infantile. Studi recenti [79] hanno anche dimostrato che i 

bambini che consumano pasti senza la supervisione di un adulto hanno una 

maggiore probabilità di sviluppare abitudini alimentari disordinate, come il 

consumo eccessivo di snack poco salutari e il mancato rispetto dei pasti regolari. 

Inoltre, l’assenza di pasti strutturati può portare a una mancanza di regolazione 

dell’appetito, favorendo l’eccessivo consumo calorico [79]. L’obesità infantile è 

quindi una condizione preoccupante perché tende a persistere nell’età adulta, con 

gravi implicazioni per la salute, tra cui un aumentato rischio di malattie 

cardiovascolari, diabete di tipo 2 e problemi psicologici [76]. Per contrastare 

l’aumento dell’obesità infantile nel contesto di famiglie moderne con entrambi i 

genitori lavoratori, è fondamentale adottare alcune strategie. Per esempio, i genitori 

dovrebbero essere meglio informati sull’importanza di una dieta equilibrata e 

sull’impatto delle loro scelte alimentari sui loro figli. Programmi di educazione 

alimentare possono essere introdotti nelle scuole per rafforzare queste conoscenze 

[75]. Nonostante le sfide del lavoro, è importante cercare di mantenere il più 

possibile i pasti in famiglia, anche se si tratta di una sola volta al giorno, i pasti in 

famiglia possono avere un impatto positivo significativo sulla salute alimentare dei 

bambini. Le scuole e le comunità possono giocare un ruolo cruciale nel fornire 

accesso a pasti sani durante il giorno, specialmente per quei bambini che potrebbero 

non avere la supervisione di un genitore durante i pasti. Politiche di welfare che 
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supportino le famiglie con figli, come il congedo parentale, gli orari di lavoro 

flessibili e il supporto nella cura dei bambini, possono aiutare a ridurre la pressione 

sui genitori e a migliorare le abitudini alimentari familiari [75]. L’emancipazione 

della donna e i cambiamenti nel nucleo familiare hanno avuto numerosi effetti 

positivi sulla società, ma hanno anche creato nuove sfide, in particolare per quanto 

riguarda l’alimentazione e la salute dei bambini. La combinazione di minore 

supervisione durante i pasti e un aumento del consumo di cibi non salutari ha 

contribuito all’epidemia di obesità infantile [78-79]. Affrontare questo problema 

richiede un approccio olistico che includa educazione, supporto familiare e 

politiche pubbliche mirate a promuovere uno stile di vita sano per i bambini. 

L’obesità rappresenta una delle principali sfide della salute pubblica a livello 

globale, con una prevalenza in costante aumento [75]. Questa condizione è 

caratterizzata da un eccessivo accumulo di grasso corporeo che non solo influisce 

negativamente sull’aspetto fisico, ma anche sulla salute generale dell’individuo.  

I lipidi, in particolare i grassi alimentari, giocano un ruolo cruciale nello sviluppo 

e nella gestione dell’obesità [10]. L’eccessivo consumo di lipidi, associato a stili di 

vita sedentari, contribuisce significativamente all’aumento di peso e delle 

complicanze associate. Il surplus calorico derivante da una dieta ricca di grassi, in 

particolare grassi saturi e trans, viene facilmente immagazzinato sotto forma di 

tessuto adiposo [80]. Questo accumulo di grasso, soprattutto nella regione 

addominale, è direttamente collegato all’obesità e alle sue complicanze. L’obesità 

si sviluppa quando c’è uno squilibrio prolungato tra l’apporto calorico e il dispendio 

energetico, e i lipidi, essendo estremamente densi di energia, sono facilmente 

immagazzinati nel corpo. Inoltre, i grassi alimentari influenzano la regolazione 

dell’appetito e del metabolismo attraverso meccanismi ormonali e molecolari 
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complessi, rendendo più difficile il controllo del peso [80]. Non tutti i lipidi hanno 

lo stesso effetto sull’obesità; è importante distinguere tra i diversi tipi di grassi in 

quanto essi influenzano diversamente la salute e il rischio di sviluppare obesità [20]. 

I grassi saturi sono noti per aumentare i livelli di colesterolo LDL nel sangue, 

contribuendo non solo all’aumento di peso ma anche all’insorgenza di malattie 

cardiovascolari [16]. Un’assunzione elevata di grassi saturi è stata ripetutamente 

associata a un aumento del rischio di obesità e sindrome metabolica [16]. Mentre, 

gli acidi grassi trans sono particolarmente dannosi perché non solo aumentano i 

livelli di colesterolo LDL, ma riducono anche i livelli di colesterolo HDL, il 

cosiddetto colesterolo “buono”. L’assunzione dei grassi trans è fortemente 

associata all’aumento del rischio di obesità, infiammazione sistemica e malattie 

cardiovascolari [24]. Per quanto riguarda l’assunzione degli acidi grassi insaturi, sia 

grassi monoinsaturi che polinsaturi, hanno effetti positivi sulla salute 

cardiovascolare e sulla regolazione del peso corporeo [14, 29-30]. Gli ω-3, in 

particolare, hanno proprietà antinfiammatorie e possono aiutare a prevenire 

l’accumulo di grasso corporeo [33, 40]. Gli acidi grassi ω-3, trovati in pesci grassi 

come il salmone e le noci, sono stati correlati a una riduzione dell’infiammazione e 

a miglioramenti nella sensibilità all’insulina, entrambi fattori che possono aiutare a 

prevenire l’obesità [33, 40]. Tuttavia, un eccesso di ω-6, se non bilanciato da una 

sufficiente assunzione di ω-3, può promuovere l’infiammazione e l’aumento di peso 

[37]. Il metabolismo dei lipidi è strettamente collegato allo sviluppo dell’obesità, 

quando si consumano grandi quantità di grassi saturi, il corpo può diventare meno 

sensibile all’insulina, l’ormone che regola il glucosio nel sangue. Questa 

condizione, nota come insulino-resistenza, è un precursore del diabete di tipo 2 ed 
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è fortemente associata all’accumulo di grasso viscerale, il tipo di grasso più 

pericoloso [18].  

L’obesità rappresenta uno dei principali fattori di rischio per le malattie 

cardiovascolari, che rappresentano la principale causa di morte a livello globale, 

l’accumulo di grasso corporeo, soprattutto nella regione viscerale, porta a una serie 

di cambiamenti metabolici che aumentano il rischio di sviluppare aterosclerosi, una 

condizione in cui le arterie si induriscono e si restringono a causa dell’accumulo 

della placca aterosclerotica. Questa placca è costituita da colesterolo, grassi e altre 

sostanze, e la sua formazione è fortemente influenzata dall’equilibrio dei lipidi nel 

sangue. L’eccesso di colesterolo LDL, spesso associato a una dieta ricca di grassi 

saturi e trans, contribuisce significativamente alla formazione della placca 

aterosclerotica [72]. Questo processo può portare a una riduzione del flusso 

sanguigno al cuore e al cervello, aumentando il rischio di infarto miocardico e ictus. 

Oltre alla formazione della placca, l’obesità porta a un aumento della pressione 

sanguigna, un’altra condizione che danneggia le arterie e il cuore [35]. 

L’ipertensione, combinata con la dislipidemia (livelli anormali dei lipidi nel 

sangue), è un potente precursore delle malattie cardiovascolari [17]. L’obesità è 

inoltre strettamente legata alla sindrome metabolica, un insieme di condizioni che 

includono l’ipertensione, l’iperlipidemia, l’insulino-resistenza e l’obesità 

addominale. La sindrome metabolica è un importante fattore di rischio per il diabete 

di tipo 2 e le malattie cardiovascolari, le persone con sindrome metabolica hanno 

un rischio significativamente aumentato di sviluppare complicanze cardiovascolari 

gravi [81]. L’accumulo di grasso, in particolare di grasso viscerale, contribuisce 

all’infiammazione cronica e alla disfunzione endoteliale, che sono entrambi 

collegati allo sviluppo di malattie cardiovascolari. Inoltre, l’insulino-resistenza 
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associata all’obesità porta a un aumento dei livelli di glucosio e insulina nel sangue, 

che nel tempo può evolvere in diabete di tipo 2 [82]. Il diabete è una delle principali 

complicanze dell’obesità e rappresenta una delle principali cause di morbilità e 

mortalità a livello globale [82]. L’obesità può avere effetti devastanti sulla salute 

del fegato, contribuendo allo sviluppo della steatosi epatica non alcolica (NAFLD). 

Questa condizione è caratterizzata dall’accumulo di grasso nel fegato, che può 

portare a infiammazione e danno epatico [83]. In una fase avanzata, la NAFLD può 

evolvere in steatoepatite non alcolica (NASH), una condizione in cui il fegato 

diventa infiammato e fibrotico, se non trattata, la NASH può portare a cirrosi, 

insufficienza epatica e persino carcinoma epatocellulare (cancro del fegato). 

L’assunzione eccessiva dei grassi saturi e trans è particolarmente dannosa per la 

salute epatica, poiché questi grassi favoriscono l’accumulo di trigliceridi nel fegato. 

Il rischio di steatosi epatica non alcolica (NAFLD) è significativamente elevato 

nelle persone obese, soprattutto quando l’obesità è associata a sindrome metabolica 

[83]. Il fegato svolge un ruolo centrale nel metabolismo lipidico e l’accumulo di 

grasso nel fegato (steatosi) può compromettere le sue funzioni vitali, inclusa la 

regolazione della glicemia e la produzione di proteine importanti per la 

coagulazione del sangue. La gestione della salute epatica nelle persone obese 

richiede un controllo rigoroso dell’assunzione dei grassi e una dieta equilibrata che 

privilegi grassi insaturi e riduca i grassi saturi e trans [29]. 

L’obesità ha anche un impatto rilevante sulla salute mentale visto che è associata 

a un maggiore rischio di depressione, ansia e altri disturbi psicologici. La 

stigmatizzazione sociale, la discriminazione e la bassa autostima sono problemi 

comuni che possono affliggere le persone con obesità, aggravando il loro benessere 

psicologico [84]. Dall’altra parte, una condizione psicologica come la depressione 
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può contribuire all’obesità attraverso meccanismi come l’alimentazione emotiva, la 

riduzione dell’attività fisica e l’alterazione dei ritmi sonno-veglia [85]. Inoltre, 

alcuni trattamenti farmacologici per la depressione possono indurre a un aumento 

di peso, creando un ciclo difficile da interrompere [86]. Un approccio integrato che 

consideri sia gli aspetti fisici che psicologici dell’obesità è essenziale per una 

gestione efficace della condizione. Interventi come la terapia cognitivo-

comportamentale, combinata con una dieta equilibrata e l’esercizio fisico, possono 

migliorare significativamente sia la salute mentale che quella fisica. Recenti studi 

hanno anche esaminato [87] l’impatto dell’obesità sulla funzione cognitiva e sul 

rischio di sviluppare demenza. L’obesità, in particolare durante la mezza età, è stata 

correlata a una maggiore probabilità di declino cognitivo in età avanzata e a un 

rischio aumentato di malattie neurodegenerative come l’Alzheimer [88]. 

L’infiammazione cronica associata all’obesità, insieme alla resistenza all’insulina 

e alla dislipidemia, può influenzare negativamente la salute cerebrale. Inoltre, 

l’obesità è stata associata a una riduzione del volume cerebrale in alcune aree, come 

l’ippocampo [89], che svolge un ruolo chiave per la memoria e l’apprendimento. 

La perdita della funzione cognitiva non solo riduce la qualità della vita, ma aumenta 

anche il carico sociosanitario associato all’obesità.  

L’obesità può avere impatti significativi sulla salute riproduttiva sia negli uomini 

che nelle donne. Nelle donne, l’obesità è associata a irregolarità mestruali, infertilità 

e un aumento del rischio di complicanze durante la gravidanza, come il diabete 

gestazionale e la preeclampsia [90]. Negli uomini, l’obesità può ridurre i livelli di 

testosterone [91], portando a una diminuzione della libido e della qualità dello 

sperma, contribuendo così all’infertilità. Inoltre, l’obesità durante la gravidanza può 
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avere effetti a lungo termine sulla salute dei figli, aumentando il rischio di obesità 

infantile e di sviluppo di sindrome metabolica in età adulta [90].  

2.9 Dieta Mediterranea 

La dieta mediterranea è ampiamente riconosciuta come uno dei modelli 

alimentari più salutari al mondo. Si basa su un consumo abbondante di frutta, 

verdura, legumi, cereali integrali, pesce, olio d’oliva e un moderato consumo di 

vino, soprattutto durante i pasti. Questo modello alimentare è associato a una serie 

di benefici per la salute, tra cui la riduzione del rischio di malattie cardiovascolari, 

diabete di tipo 2, obesità e alcune forme di cancro [92]. Negli ultimi anni, la ricerca 

scientifica ha continuato a rafforzare l’importanza della dieta mediterranea per la 

salute. Uno dei più rilevanti studi [92] ha dimostrato che una dieta mediterranea 

arricchita con olio extravergine di oliva o noci riduce significativamente il rischio 

di eventi cardiovascolari maggiori rispetto a una dieta a basso contenuto di grassi. 

Questo studio ha confermato che non solo la composizione complessiva della dieta 

è importante, ma anche la qualità dei grassi consumati. Inoltre, la dieta mediterranea 

è stata associata a benefici cognitivi; alcuni studi hanno evidenziato che seguire 

questo modello alimentare può ridurre il rischio di declino cognitivo e di malattie 

neurodegenerative come l’Alzheimer [93]. Questo è probabilmente dovuto agli 

effetti antinfiammatori e antiossidanti degli alimenti ricchi di polifenoli [32], come 

l’olio d’oliva.  

Negli ultimi anni, la relazione tra dieta e microbiota intestinale è emersa come 

un campo di ricerca di grande interesse. Il microbiota intestinale, che è l’insieme 

dei trilioni di microrganismi che vivono nel tratto gastrointestinale umano, gioca un 

ruolo fondamentale nella salute generale [94]. Esso influenza una vasta gamma di 
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processi biologici, inclusi il metabolismo, la modulazione del sistema immunitario, 

e persino il funzionamento del cervello attraverso l’asse intestino-cervello. La dieta, 

in particolare, è uno dei principali fattori che influenzano la composizione e la 

funzione del microbiota intestinale. La dieta mediterranea, ricca di fibre, polifenoli 

e grassi salutari, è stata associata a una composizione del microbiota intestinale che 

favorisce la salute, i componenti chiave di questa dieta: frutta, verdura, legumi, 

cereali integrali, noci, olio d’oliva e un moderato consumo di pesce e vino 

contribuiscono a creare un ambiente intestinale favorevole per lo sviluppo di una 

comunità microbica diversificata e benefica [93-94]. Le fibre alimentari, 

abbondanti nella dieta mediterranea, agiscono come prebiotici, sostanze non 

digeribili che promuovono la crescita dei batteri benefici nel colon. Questi batteri 

fermentano le fibre, producendo acidi grassi a catena corta come l’acido acetico, 

propionico e butirrico che hanno numerosi effetti benefici. Gli SCFAs sono noti per 

ridurre l’infiammazione intestinale, migliorare la barriera intestinale, e influenzare 

il metabolismo del glucosio e dei lipidi [95]. I polifenoli, presenti in grandi quantità 

in alimenti come l’olio d’oliva, le noci, il vino rosso, le erbe aromatiche e molte 

varietà di frutta e verdura, sono composti bioattivi che modulano il microbiota 

intestinale. Essi non solo favoriscono la crescita dei batteri benefici, ma inibiscono 

anche i patogeni intestinali. Inoltre, i polifenoli possiedono proprietà 

antinfiammatorie e antiossidanti che contribuiscono a mantenere l’equilibrio del 

microbiota [95]. L’olio extravergine d’oliva, che è una fonte primaria di grassi nella 

dieta mediterranea, è ricco di acidi grassi monoinsaturi e di composti fenolici che 

hanno dimostrato [96] effetti positivi sul microbiota intestinale. Alcuni studi hanno 

evidenziato che il consumo regolare di olio d’oliva può aumentare la biodiversità 

del microbiota e promuovere specie batteriche associate a una migliore salute 
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metabolica [96]. Anche il pesce, che fornisce acidi grassi ω-3, ha un impatto 

positivo sulla composizione del microbiota. Gli ω-3 sono noti per le loro proprietà 

antinfiammatorie e contribuiscono a modulare la risposta immunitaria intestinale, 

promuovendo un ambiente intestinale che sostiene la salute generale [96]. Un 

microbiota equilibrato aiuta a modulare il sistema immunitario, riducendo il rischio 

di malattie autoimmuni e infiammazioni croniche [96]. La fermentazione delle fibre 

da parte del microbiota intestinale produce SCFAs, che migliorano la sensibilità 

all’insulina e regolano il metabolismo lipidico, riducendo il rischio di obesità, 

diabete di tipo 2 e malattie cardiovascolari [97]. Esiste una crescente evidenza che 

il microbiota intestinale influenzi il cervello attraverso l’asse intestino-cervello, 

[97] e una dieta ricca di prebiotici e polifenoli, come la dieta mediterranea, può 

contribuire a migliorare l’umore e ridurre i sintomi di ansia e depressione [97].  

Diversi studi recenti hanno rafforzato l’idea che la dieta mediterranea possa 

essere utilizzata come strumento terapeutico per modulare il microbiota intestinale 

e trattare condizioni correlate. Ad esempio, uno studio pubblicato su Gut nel 2020 

[98] ha mostrato che seguire una dieta mediterranea per un anno può alterare 

favorevolmente il microbiota intestinale, riducendo i marcatori di infiammazione e 

migliorando la fragilità nei soggetti anziani [98]. Il futuro della ricerca potrebbe 

focalizzarsi sull’individualizzazione della dieta mediterranea in base al profilo del 

microbiota di ogni persona, creando interventi nutrizionali personalizzati che 

massimizzino i benefici per la salute, tutto ciò contribuisce a spiegare parte degli 

effetti benefici sulla salute generale della dieta Mediterranea [94].  

Un altro elemento fondamentale della dieta mediterranea è l’utilizzo dei prodotti 

freschi e di stagione, per esempio frutta e verdura, che garantiscono non solo 

un’alimentazione ricca di nutrienti ma anche un impatto positivo sull’ambiente. La 
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stagionalità degli alimenti è un principio che promuove la biodiversità, riduce l’uso 

di pesticidi e fertilizzanti chimici e limita l’impatto del trasporto di cibi fuori 

stagione, che spesso provengono da lunghe distanze [99]. I prodotti di stagione 

tendono ad avere un contenuto di nutrienti più elevato e sono meno esposti a 

trattamenti chimici rispetto a quelli fuori stagione. In Italia, e in particolare in 

Sicilia, la disponibilità di una vasta gamma di prodotti freschi e di stagione è un 

vero tesoro. L’Italia, con il suo clima variegato e la sua ricca tradizione agricola, 

offre una straordinaria varietà di frutta, verdura e altri alimenti che costituiscono la 

base della dieta mediterranea. La disponibilità di una straordinaria varietà di 

prodotti locali e stagionali rende questo modello alimentare non solo facilmente 

accessibile ma anche profondamente radicato nella cultura e nelle tradizioni 

culinarie del territorio. Il consumo di prodotti locali non solo supporta l’economia 

agricola regionale, ma permette anche di mantenere viva la tradizione culinaria che 

caratterizza la dieta mediterranea. In Sicilia, ad esempio, gli agrumi come le arance 

rosse, i limoni, le mandorle e i fichi d’India sono solo alcune delle eccellenze locali 

che rendono possibile seguire una dieta mediterranea autentica e ricca di benefici 

per la salute. Vivere in Italia, ed in Sicilia rappresenta una vera fortuna per chi 

desidera seguire una dieta mediterranea, la combinazione di un clima favorevole, 

una tradizione culinaria radicata e la disponibilità di prodotti freschi e di alta qualità 

rende questa regione una delle migliori al mondo per adottare questo stile di vita 

alimentare.  

La dieta mediterranea si conferma, attraverso numerosi studi scientifici [32, 96, 

100] come uno dei regimi alimentari più benefici per la salute umana. Essa 

rappresenta molto più di un semplice insieme di linee guida nutrizionali: è un vero 

e proprio stile di vita che integra alimentazione, cultura e sostenibilità ambientale. 
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Uno degli aspetti più straordinari della dieta mediterranea è la sua capacità di 

adattarsi alle esigenze nutrizionali delle persone in ogni fase della vita, riducendo il 

rischio di malattie croniche come quelle cardiovascolari, il diabete di tipo 2, e alcuni 

tipi di cancro [32]. L’importanza di questo modello alimentare è stata riconosciuta 

anche dall’UNESCO, che nel 2010 ha inserito la dieta mediterranea nella lista dei 

patrimoni culturali immateriali dell’umanità [101]. Questo riconoscimento 

sottolinea non solo i benefici per la salute, ma anche il valore culturale e sociale che 

la dieta mediterranea rappresenta per le comunità che la seguono.  Nonostante i 

numerosi benefici documentati, la dieta mediterranea è oggi minacciata da 

cambiamenti socioeconomici e dall’adozione crescente di modelli alimentari meno 

salutari, tipici delle diete occidentali moderne, caratterizzate da un alto consumo di 

cibi ultra-processati, zuccheri raffinati e grassi saturi. Questo fenomeno, spesso 

alimentato dalla globalizzazione e dalla pubblicità aggressiva di prodotti industriali, 

sta progressivamente erodendo le tradizioni culinarie e i modelli alimentari che 

hanno fatto della dieta mediterranea un faro di salute e longevità. Di fronte a queste 

sfide, è fondamentale un impegno collettivo per preservare e promuovere la dieta 

mediterranea, questo richiede azioni a vari livelli. In primo luogo, è essenziale 

promuovere una maggiore consapevolezza riguardo ai benefici della dieta 

mediterranea attraverso programmi educativi nelle scuole, nelle comunità e nei 

media. L’educazione alimentare dovrebbe incoraggiare le giovani generazioni a 

riscoprire e apprezzare le tradizioni culinarie locali, insegnando l’importanza dei 

prodotti di stagione e della cucina casalinga. Le politiche agricole dovrebbero 

essere orientate a supportare i piccoli produttori locali che sono i custodi della 

biodiversità e delle tradizioni alimentari mediterranee. Incentivare la produzione e 

il consumo di prodotti locali e stagionali è cruciale per mantenere viva la dieta 
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mediterranea e per garantire la sostenibilità ambientale [102]. Le istituzioni 

culturali e turistiche giocano un ruolo importante nella diffusione della dieta 

mediterranea, presentandola non solo come un modello alimentare sano ma anche 

come parte integrante del patrimonio culturale. Iniziative come festival del cibo, 

mercatini e tour enogastronomici possono contribuire a valorizzare e diffondere le 

pratiche alimentari mediterranee. Continuare a investire nella ricerca per 

approfondire la comprensione dei benefici della dieta mediterranea è essenziale. Gli 

studi scientifici possono fornire ulteriori prove dell’efficacia di questo modello 

alimentare e contribuire a sviluppare nuove strategie per la sua diffusione su larga 

scala. La dieta mediterranea non è solo un patrimonio dei paesi del Mediterraneo, 

ma un modello che può essere adottato e adattato a livello globale, la collaborazione 

internazionale tra istituzioni, governi e organizzazioni non governative è 

fondamentale per promuovere la dieta mediterranea come strumento di salute 

pubblica globale [102]. 

Adottare e diffondere la dieta mediterranea significa non solo prendersi cura 

della propria salute, ma anche proteggere un patrimonio culturale che affonda le sue 

radici nella storia e nelle tradizioni dei popoli del Mediterraneo. In un’epoca in cui 

la globalizzazione rischia di omologare i gusti e le abitudini alimentari, preservare 

la dieta mediterranea è un atto di resistenza culturale, di rispetto per la natura e di 

impegno per il benessere delle future generazioni. Il futuro della salute globale 

potrebbe dipendere dalla capacità di mantenere viva questa antica saggezza 

alimentare, adattandola alle esigenze del mondo moderno senza perdere di vista i 

suoi principi fondamentali.  
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Capitolo 3 

La vitamina D, una molecola chiave per la salute. 

3.1 Introduzione alle vitamine 

Il termine vitamina fu introdotto dallo scienziato polacco Casimir Funk nel 1912, 

derivando dalle parole “vita” e “amine”. “Vita” fa riferimento all’importanza di 

queste molecole organiche per la salute e il corretto funzionamento dei processi 

fisiologici, mentre “amine” si riferisce alla loro struttura chimica inizialmente 

ipotizzata [1]. Successivamente, il biochimico britannico Sir Jack Cecil Drummond 

suggerì l’uso delle lettere dell’alfabeto per distinguere le diverse vitamine [2]. La 

scoperta delle vitamine è strettamente collegata all’osservazione degli effetti 

negativi causati dalla loro carenza nell’alimentazione quotidiana [3]. In passato, 

molte malattie erano attribuite a infezioni causate da agenti patogeni o dalle tossine 

da essi prodotte, una teoria conosciuta come germ theory. Questa teoria trovò 

supporto con l’identificazione dei patogeni responsabili di malattie come la malaria, 

la tubercolosi e il colera. Tuttavia, malattie come lo scorbuto, il beriberi, il 

rachitismo e la pellagra non potevano essere spiegate attraverso tale teoria. Nel 

1906, il biochimico britannico Frederick Gowland Hopkins propose la vitamine 

theory, introducendo il concetto di “fattori dietetici sconosciuti”. Anche altri 

studiosi, come Nicolai Lunin, avevano precedentemente contribuito a questa teoria 

attraverso studi su animali, mostrando che i topi non potevano sopravvivere senza 

l’aggiunta di sostanze indispensabili per la nutrizione, oltre a proteine, grassi, 

carboidrati, acqua e minerali. Nel 1912, Hopkins dimostrò che i ratti giovani 

alimentati con una dieta a base di proteine, amido, zucchero di canna, grassi e 

minerali non crescevano correttamente se non veniva integrato del latte [4]. Un 



 

 

Capitolo 3. La vitamina D, una molecola chiave per la salute 

Dottorato di Ricerca in Scienze Chimiche  132 
 

ulteriore passo avanti si ebbe grazie al medico danese Christiaan Eijkman, che 

studiò l’origine della malattia beriberi, oggi nota come causata dalla carenza di 

vitamina B1. Il beriberi, che colpisce il sistema nervoso, fu osservato in prigionieri 

e soldati a Giava, un’isola tra Sumatra e Bali. Eijkman notò che i polli sviluppavano 

neuriti periferiche quando la loro dieta passava dal riso integrale al riso raffinato. 

Egli dedusse che la probabilità di sviluppare la malattia era notevolmente più alta 

tra i prigionieri che consumavano riso raffinato rispetto a quelli che mangiavano 

riso non trattato. Funk, basandosi sulle scoperte di Eijkman, riuscì a isolare un 

fattore antineuritico dal riso raffinato. Per il loro contributo allo studio delle 

vitamine, Eijkman e Hopkins ricevettero il Premio Nobel per la medicina nel 1929 

[2].  

Le vitamine sono oggi classificate in 13 gruppi, e ciascun gruppo comprende 

molecole con strutture chimiche e funzioni biologiche simili. Un criterio distintivo 

per la loro classificazione è la solubilità; pertanto, le vitamine del complesso B e la 

vitamina C sono classificate come vitamine idrosolubili, mentre le vitamine A, E, 

D, K come vitamine liposolubili [5]. 

3.2 Storia della vitamina D 

La vitamina D appartiene alla famiglia degli steroidi e può essere considerata 

parte di un sistema ormonale che include la vitamina D3 (colecalciferolo) e la 

vitamina D2 (ergocalciferolo). La sua scoperta è strettamente legata alle ricerche 

sulla carenza di vitamina D nell’uomo, in particolare in relazione al rachitismo [6]. 

Già nel 1645, Glisson e Whistler furono i primi a trattare il rachitismo adottando un 

approccio scientifico [7]. Con la crescita delle città e l’avanzamento 

dell’industrializzazione, il rachitismo divenne una patologia sempre più diffusa, ma 
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le sue cause rimasero incerte fino agli anni ’30 del Novecento [6]. Studi come quelli 

condotti da Eijkman sulla vitamina B1 [2] e da McCollum, [9] Osborne e Mendel 

sulla vitamina A [8, 10] avevano contribuito a chiarire diverse condizioni 

patologiche. In questo contesto, Sir Edward Mellanby avanzò l’ipotesi che anche il 

rachitismo potesse derivare da una carenza vitaminica [11]. Utilizzando cani come 

modelli sperimentali, Mellanby indusse il rachitismo attraverso una dieta a base di 

fiocchi d’avena e mantenendoli lontano dalla luce solare. Come trattamento, 

somministrò olio di fegato di merluzzo, attribuendo inizialmente l’effetto 

terapeutico alla vitamina A in esso contenuta. Tuttavia, studi successivi di stabilità 

condotti da McCollum et al. [12] portarono alla conclusione che l’effetto 

antirachitico fosse dovuto a una diversa sostanza, successivamente denominata 

vitamina D. 

Steenbook e Black riuscirono a dimostrare in modo chiaro che la sintesi della 

vitamina D è legata all’esposizione ai raggi UV, che agiscono sui lipidi presenti nel 

cibo e nella pelle [13]. Anche Huldushinsky e Chick [14-15] confermarono 

l’importanza della luce UV, osservando i suoi effetti nei bambini affetti da 

rachitismo, mentre Goldblatt e Soames [16] riuscirono a trattare il rachitismo nei 

ratti utilizzando fegati irradiati con luce UV provenienti da ratti rachitici. Il lavoro 

di Steenbook e Black fu determinante poiché aprì la strada all’arricchimento di 

alcuni alimenti con vitamina D, ponendo le basi per la prevenzione e il trattamento 

del rachitismo [6]. Nel 1931 fu isolata per la prima volta la molecola della vitamina 

D2 dall’ergosterolo nel lievito irradiato con luce UV [17]. Successivamente, il 7-

deidrocolesterolo fu sintetizzato e convertito in vitamina D3. Gli studi sul 

rachitismo dimostrarono che la patologia, caratterizzata da un difetto nella 

calcificazione di ossa e cartilagini, è legata a livelli inadeguati di calcio e fosforo 
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nel sangue. Una delle funzioni principali della vitamina D è infatti quella di 

stimolare l’assorbimento intestinale del calcio [6]. Harrison [18] e De Luca [19-20] 

evidenziarono nei loro studi la cooperazione tra la vitamina D e il paratormone, che 

favorisce la mobilizzazione del calcio dalle ossa. 

 

Figura 3.1. Vitamine D3 e D2 e i rispettivi precursori. 

Grazie a studi effettuati sulla pelle dei maiali [21] e considerando l’alta 

concentrazione di 7-deidrocolesterolo presente nella cute [22], in particolare nelle 

ghiandole sebacee e nello strato di Malpighi dell’epidermide, si è giunti alla 

conclusione che la vitamina D3 viene sintetizzata nella pelle a seguito 

dell’esposizione ai raggi UV-B che colpiscono il 7-deidrocolesterolo [23]. Questo 

processo consiste in una reazione fotochimica in cui, attraverso la rottura del legame 

9-10 e una trasposizione sigmatropica 5-7, si forma dapprima la previtamina D3, 

che poi isomerizza per diventare vitamina D3. Tra i sottoprodotti, presenti in 

minima quantità nella pelle, vi sono il tachisterolo e il lumisterolo. Questa reazione 

è influenzata da fattori come la quantità di melanina presente nella pelle, l’età, la 

latitudine, così come dalle creme solari che, seppur lievemente, possono ostacolare 
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la penetrazione dei raggi UV-B. La vitamina D2, invece, deriva dalla trasformazione 

dell’ergosterolo, uno steroide che si trova nei lieviti e nelle piante. Strutturalmente, 

la vitamina D2 si differenzia dalla D3 per la presenza di un doppio legame tra i 

carboni in posizione 22 e 23 e di un gruppo metilico in posizione 24 [6] (Figura 

3.1). 

3.3 Contenuto della vitamina D negli alimenti 

La regolazione complessa del metabolismo e della sintesi della vitamina D, e la 

moltitudine dei fattori biologici ed ambientali determinano grandi variazioni nei 

livelli di vitamina D. Uno dei principali fattori influenti è sicuramente l’esposizione 

ai raggi UVB. L’intensità con cui i raggi colpiscono la pelle è legata a determinate 

condizioni geografiche come latitudine e altitudine, specifiche condizioni 

metereologiche come la presenza di nuvole che possono attenuare l’intensità della 

radiazione. Le variazioni stagionali possono causare alterazioni nei livelli di 

vitamina D, oppure in quale momento della giornata ci si espone al sole (mattina 

presto oppure pomeriggio rispetto a mezzogiorno). Questo vuol dire che non solo 

la posizione geografica ma anche la stagione deve essere presa in considerazione 

quando si valutano i livelli di vitamina D. 

Altro fattore influente è il colore della pelle. Infatti, la melanina che è un 

pigmento che si trova nella pelle, assorbe i raggi UVB per proteggere la pelle da un 

eventuale danneggiamento. Questo si traduce nel fatto che melanina e 7-DHC 

competono per assorbire i raggi UVB, e conseguentemente si riduce la 

biodisponibilità dei raggi per la sintesi cutanea della vitamina D3. Ciò suggerisce 

che le popolazioni africane o sudamericane, caratterizzate da una colorazione scura 

della pelle, producono meno vitamina D3 rispetto a quelle popolazioni con una pelle 
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chiara considerando lo stesso periodo di esposizione ai raggi UVB. Inoltre, la 

concentrazione del 7-DHC nell’epidermide è fortemente dipendente dall’età del 

paziente, diminuendo con l’avanzare dell’età. Questo spiega la bassa produzione di 

vitamina D3 nei pazienti anziani rispetto ai giovani adulti sani. In sintesi, esistono 

una moltitudine di fattori che possono influenzare i livelli di vitamina D, molti dei 

quali risultano ancora oggi oggetto di studio. 

Ciò che risulta abbastanza chiaro è quindi la necessità di integrare tramite 

l’alimentazione la vitamina D e mantenerne sufficienti i livelli. In generale, se una 

dieta comprende una buona quantità di pesce, latticini e grassi animali, l’apporto di 

vitamina D può essere garantito. Nella Tabella 3.1 sono indicati, in ordine 

decrescente, i quantitativi di vitamina D (μg 100g-1) contenuti negli alimenti più 

ricchi. 

Tabella 3.1. La concentrazione di vitamina D negli alimenti. 

Alimenti Vitamina D 

Olio di fegato di merluzzo 210 

Salmone e Aringhe 25 

Uova 5 

Funghi 3 

Crusca 3 

Burro 0,75 

Fegato 0,5 

Questi alimenti rappresentano una buona risorsa in termini di supplementazione nel 

regime alimentare di soggetti con minori possibilità di esposizione al sole o all’aria 

aperta per limitazioni di natura climatica, di salute o di stile di vita. Nei paesi 

mediterranei, ad esempio, la quantità di radiazioni ultraviolette assorbita è 

generalmente considerata sufficiente in relazione al fabbisogno di vitamina D. 
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Nel 2016, l’EFSA (European Food Safety Authority) ha condotto uno studio sui 

prodotti dietetici, sull'alimentazione e sulle allergie, per stabilire le quantità di 

vitamina D3 da assumere in base all’età e alle condizioni di salute temporanee e 

permanenti. I dosaggi giornalieri devono essere prescritti dal medico dopo 

accertamento clinico e in particolare in presenza di patologie specifiche come 

osteoporosi e rachitismo. La prescrizione medica garantisce, inoltre, un’azione di 

controllo nei casi di eccesso di uso di integratori alimentari o smisurata ingestione 

di un alimento contenente vitamina D. L’azione preventiva e di controllo a cura del 

personale medico consente di verificare la quantità di vitamina D attraverso il 

dosaggio di 25-OH-D nel sangue e interviene nella valutazione dei fattori di rischio 

legati a specifiche condizioni quali l’obesità, disturbi dell’alimentazione, scarsa 

esposizione al sole e nelle donne, il periodo di gestazione. 

3.4 Il metabolismo della vitamina D 

Essendo liposolubile, la vitamina D ha bisogno di trasportatori per circolare nel 

sangue. Questi includono le proteine plasmatiche come l’albumina, anche se in 

misura minore, e la vitamin D binding protein (VDBP), una globulina che lega la 

maggior parte della vitamina D e dei suoi metaboliti [24]. La previtamina D3, a 

differenza della vitamina D3, non entra immediatamente in circolo, ma rimane nella 

pelle in attesa di essere convertita nella sua forma definitiva [6]. A livello dei reni, 

la proteina megalina consente il trasporto della 25-(OH)-D-VDBP nel tubulo 

contorto prossimale, dove viene riassorbita e successivamente degradata, 

rilasciando la 25-(OH)-D nuovamente in circolo [24]. Come illustrato nella Figura 

3.2, la vitamina D3 subisce nel fegato una idrossilazione in posizione 25 grazie 

all’enzima 25-idrossilasi, situato a livello microsomiale. 
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Figura 3.2. Principali vie metaboliche della vitamina D3. 

Questo processo richiede NADPH, ossigeno, una flavoproteina e il citocromo P-

450, in particolare il CYP2R1 [6, 27]. La 25-(OH)-D3, conosciuta anche come 

calcidiolo, è un metabolita inattivo che viene utilizzato come indicatore per valutare 

i livelli di vitamina D nel sangue. Nei reni, una ulteriore idrossilazione in posizione 

1α porta alla formazione del calcitriolo (1,25-(OH)2-D3) grazie all’enzima 1α-

reduttasi o CYP27B1, la cui attività è regolata dai livelli di calcio, fosforo, PTH e 

FGF23 (fattore di crescita dei fibroblasti) [24, 27]. Il calcitriolo è la forma 

biologicamente attiva della vitamina D e svolge le sue funzioni principalmente su 

ossa e intestino, per cui è considerato un ormone. Questo metabolita è dieci volte 

più potente della vitamina D3, sebbene sia presente in concentrazioni molto più 

basse rispetto alla 25-(OH)-D3, la forma mono-idrossilata. Inoltre, il calcitriolo ha 

un’emivita relativamente breve, pari a 2-4 ore nel sangue e leggermente più lunga 

nei tessuti a causa del suo rapido metabolismo. Tra gli altri enzimi coinvolti nel 

metabolismo della vitamina D, troviamo la 24-idrossilasi, che converte i metaboliti 

epatici e renali rispettivamente in 24,25-(OH)-D3, una forma parzialmente attiva, e 

in 1,24,25-(OH)3-D3. A partire dalla 25-(OH)-D3 si può anche ottenere la 3-epi-25-

(OH)-D3 per azione dell’enzima 25-(OH)-D-3-epimerasi. Sia la vitamina D2 che la 

D3 subiscono gli stessi processi metabolici, ma i metaboliti della vitamina D2 

risultano meno attivi.  
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La forma biologicamente attiva, 1,25-(OH)2-D3, si lega al recettore VDR 

(vitamin D receptor), che appartiene alla famiglia dei recettori nucleari. Il 

complesso formato da 1,25-(OH)2-D3 e VDR interagisce con il recettore RXR 

dell’acido retinoico, scatenando una serie di effetti. Il VDR agisce come un fattore 

di trascrizione, regolando l’espressione dei geni che possiedono nel loro promotore 

il vitamin D response element (VDRE) [24, 27]. 

3.5 Le funzioni della vitamina D nell’uomo. 

La vitamina D svolge un ruolo fondamentale nell’assorbimento intestinale del 

calcio. La sua forma attiva, l’1,25-(OH)2-D3, si lega ad un recettore nucleare 

presente sulle cellule intestinali, attivando la trascrizione dei geni responsabili della 

sintesi delle proteine che trasportano calcio e fosforo, facilitandone l’ingresso negli 

enterociti. Il calcio esce poi da queste cellule tramite un meccanismo sodio-

dipendente. La proteina che trasporta il calcio fu identificata da Wasserman e 

Taylor [28] ed è prodotta nell’intestino, principalmente a livello citoplasmatico, per 

prevenire l’eccessivo accumulo del calcio e consentire il suo passaggio attraverso 

gli enterociti. È stato successivamente dimostrato che questa proteina è dipendente 

dal calcitriolo, che promuove anche il trasporto del fosfato. Il trasporto del calcio 

nell’intestino è regolato dal fabbisogno di questo minerale, gestito da un fattore 

noto come fattore endogeno di Nicolaysen, che corrisponde all’1,25-(OH)2-D3. 

Quando vi è una maggiore richiesta di calcio, la vitamina D viene attivata per 

stimolare l’assorbimento intestinale. 

La vitamina D gioca un ruolo cruciale nell’omeostasi del calcio. Quando i livelli 

del calcio nel sangue scendono, si verifica la secrezione del paratormone (PTH), 

che a livello renale promuove la sintesi della vitamina D, stimolando il 
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riassorbimento del calcio nel tubulo distale. In contemporanea, la vitamina D 

aumenta l’assorbimento intestinale del calcio e, insieme al PTH, favorisce la 

mobilizzazione del calcio dalle ossa. Quando i livelli ematici del calcio tornano 

normali, sia il PTH che la vitamina D diminuiscono [6]. Studi radioisotopici [29] 

hanno dimostrato che la vitamina D è responsabile della mobilizzazione del calcio 

dalle ossa. Esperimenti su ratti alimentati con diete a basso contenuto di calcio e 

con carenza di vitamina D [30] hanno mostrato che la somministrazione di vitamina 

D aumentava i livelli di calcio nel sangue, supportando l’ipotesi che, in assenza di 

sufficiente apporto di calcio dalla dieta, le ossa rappresentino l’unica fonte 

disponibile. La mobilizzazione del calcio dalle ossa è mediata dalla vitamina D e 

dal PTH: il paratormone ha bisogno della vitamina D per stimolare la produzione 

di proteine di trasporto del calcio. 

Patologie come il rachitismo nei bambini e l’osteomalacia negli adulti sono 

caratterizzate da una mancata mineralizzazione delle fibrille di collagene prodotte 

dagli osteoblasti, che rende le ossa fragili e predisposte a fratture. La vitamina D 

non agisce direttamente nella mineralizzazione ossea, ma favorisce l’innalzamento 

dei livelli del calcio e fosforo nel sangue, superando così i valori di saturazione e 

stimolando l’assorbimento di questi minerali a livello intestinale. La vitamina D ha 

anche un ruolo a livello renale, dove favorisce indirettamente il riassorbimento di 

fosfato, grazie alla sua azione inibitoria sulla secrezione di PTH, che regola 

l’assorbimento renale del fosfato. Inoltre, insieme al PTH, la vitamina D 

contribuisce alla conservazione del calcio a livello renale. Tuttavia, sono necessarie 

ulteriori ricerche su questo processo. Nel tubulo contorto prossimale, la vitamina D 

inibisce l’enzima 1α-idrossilasi e stimola la 24R-idrossilasi. Quando i livelli di 

calcio sono bassi e viene rilasciato il PTH, l’1,25-(OH)2-D3 attiva l’enzima 1α-
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idrossilasi. La vitamina D esercita numerose altre funzioni: livelli elevati di 1,25-

(OH)2-D3 sono stati riscontrati nel nucleo di varie cellule, come quelle dell’ipofisi, 

della ghiandola mammaria, delle isole pancreatiche di Langerhans, nelle cellule 

endocrine dello stomaco e nella pelle [31-32]. La vitamina D regola anche la 

secrezione di insulina, riducendola in caso di carenza e aumentandola con 

un’integrazione esterna. Inoltre, stimola l’accumulo del 7-deidrocolesterolo nella 

pelle, soprattutto nello strato di Malpighi. Ha un ruolo nel trasporto del calcio nella 

ghiandola mammaria, nella formazione degli osteoclasti e nella differenziazione 

delle cellule della leucemia mieloide in macrofagi. Sebbene l’effetto della vitamina 

D su queste cellule sia stato osservato in vitro, non è ancora chiaro se si verifichi 

nello stesso modo in vivo, anche se il recettore della vitamina D è stato identificato 

in vari tessuti neoplastici [6]. L’1,25-(OH)2-D svolge inoltre funzioni 

antinfiammatorie e immunomodulatrici, influenzando lo sviluppo fetale, la crescita 

infantile e il funzionamento del sistema nervoso centrale e periferico, oltre a 

regolare il sistema endocrino e cardiovascolare. Ha anche proprietà foto protettive 

e partecipa alla formazione dell’epidermide [27]. 

È stata stabilita una possibile relazione tra i livelli ematici di vitamina D e 

l’infezione da SARS-CoV-2, responsabile della malattia COVID-19. Un’indagine 

condotta dall’Istituto Superiore di Sanità e dall’Ospedale Sant’Andrea di Roma su 

52 pazienti ha evidenziato una correlazione tra carenza di vitamina D e forme più 

gravi di COVID-19, soprattutto a livello polmonare [33]. Si è osservato che i 

pazienti con bassi livelli di vitamina D mostravano alterazioni nei marker di 

infiammazione, danno cellulare e coagulazione. Pertanto, si è ipotizzato che 

l’integrazione di vitamina D possa ridurre il rischio di contrarre l’infezione e 

mitigare le manifestazioni più severe. Inoltre, la stagionalità del COVID-19 sembra 
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riflettere l’andamento della produzione di vitamina D, influenzata dall’esposizione 

ai raggi UV-B, più scarsa nei paesi con latitudine medio-alta. È stato osservato che 

in Africa, negli Stati Uniti e in America Latina il virus si è diffuso maggiormente 

rispetto all’Europa, ipotizzando che ciò sia dovuto a una minore concentrazione di 

25-(OH)-D3, in funzione della pigmentazione cutanea. Una caratteristica del 

COVID-19 è l’induzione di una tempesta di citochine, mediatori 

dell’infiammazione, mentre la vitamina D, grazie alle sue proprietà 

antinfiammatorie, riduce la produzione di citochine pro-infiammatorie come TNF-

α e IFN-γ, aumentando al contempo le citochine antinfiammatorie tramite l’azione 

dei macrofagi. Nei casi più gravi, il sistema immunitario viene colpito, e la vitamina 

D promuove l’immunità innata, stimolando la produzione di peptidi antimicrobici 

come le catelicidine e le defensine, che esercitano attività antivirale, oltre che 

antimicrobica, distruggendo le proteine dell’involucro virale e modulando 

l’immunità adattativa. Inoltre, la vitamina D, essendo un inibitore della renina, 

riduce l’accumulo di angiotensina II, diminuendo il rischio di sindrome da stress 

respiratorio acuto (ARDS), miocarditi e altri problemi cardiaci. È stato anche 

riscontrato che la vitamina D può contribuire a ridurre le disfunzioni endoteliali 

associate all’infezione da COVID-19 [34-35]. 

3.6 Deficit, integrazione e tossicità 

Secondo quanto riportato dall’Agenzia Italiana del Farmaco (AIFA) nella 

“Scheda vitamina D-cittadino 2019” [36] sono considerati auspicabili valori 

compresi tra 20 e 40 ng mL-1, mentre si inizia a parlare di carenza per valori di 25-

(OH)-D < 20 ng ml-1, per i quali è necessaria un’integrazione. I livelli ottimali, di 
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deficienza e insufficienza definiti dall’International Osteoporosis Foundation (IOF) 

sono indicati nella Tabella 3.2 [37]. 

Tabella 3.2. Linee guida per i livelli di Vitamina D nel sangue. 

Livelli soglia della vitamina D nel sangue (IOF) 

Livello ottimale 30-44 ng mL-1 

Insufficienza 20-29 ng mL-1 

Deficienza 10-19 ng mL-1 

Deficienza severa <10 ng mL-1 

La carenza di vitamina D è diventata un problema globale, con particolare 

incidenza in alcuni gruppi di popolazione, come donne incinte, persone di colore, 

soggetti obesi e individui con scarsa esposizione solare [38]. Uno studio condotto a 

Boston su 40 donne incinte, che assumevano una dose giornaliera di 600 UI di 

vitamina D, ha riscontrato una deficienza nel 76% delle donne e nell’81% dei 

neonati [39]. Questo evidenzia che, nonostante l’integrazione durante la 

gravidanza, i livelli di vitamina D non superavano i 20 ng/ml, aumentando così i 

rischi di preeclampsia, difficoltà respiratorie e necessità di parto cesareo. Negli Stati 

Uniti, molti bambini, nonostante l’assunzione di alimenti arricchiti con vitamina D, 

continuano a mostrare livelli inferiori a 30 ng/ml di 25-(OH)-D3, probabilmente a 

causa di una minore esposizione al sole o ridotto consumo di latte, e anche per 

l’obesità infantile [38]. 

Nei bambini, una carenza di vitamina D può portare a ritardi nella crescita e 

all’insorgenza del rachitismo. Negli adulti, possono manifestarsi osteomalacia, 

osteoporosi, maggiore rischio di fratture, debolezza muscolare e stanchezza 

cronica. Diversi studi hanno evidenziato che la carenza di vitamina D è correlata a 

un incremento del 30-50% del rischio di tumori al colon-retto, seno e prostata, con 
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livelli di 25-(OH)-D3 inferiori a 50 nmol L-1. La deficienza di vitamina D è stata 

inoltre associata a malattie come l’ipertensione, schizofrenia, depressione, diabete 

di tipo I e II, malattie autoimmuni e tubercolosi, dove i macrofagi infettati stimolano 

la produzione di 1,25-(OH)2-D, attivano il recettore della vitamina D e aumentano 

la produzione di catelicidine, potenti agenti antimicrobici e antivirali [40]. Le 

principali cause della carenza di vitamina D sono la scarsa esposizione ai raggi 

solari, che attraverso gli UV-B (290-315 nm) convertono il 7-deidrocolesterolo in 

vitamina D3. Questa viene poi trasformata in 25-(OH)-D3 nel fegato e 

successivamente in 1,25-(OH)2-D3 nei reni. La produzione di vitamina D è 

influenzata da fattori come latitudine, età, momento della giornata, ma anche dal 

contenuto di melanina della pelle e dall’uso di creme solari, che riducono la quantità 

di raggi UV-B assorbiti e quindi la produzione di vitamina D [38]. La vitamina D 

prodotta nella pelle impiega circa 3 giorni per essere completamente rilasciata nel 

flusso sanguigno, dove può rimanere fino a 7 giorni, raggiungendo il picco di 

concentrazione tra il settimo e il quattordicesimo giorno dopo l’esposizione al sole. 

Al contrario, la vitamina D assunta tramite l’alimentazione provoca un picco 

plasmatico più rapido, raggiungibile entro 10-12 ore dall’assunzione [41]. Fonti 

alimentari naturali di vitamina D sono limitate e comprendono l’olio di pesce, 

funghi essiccati e l’olio di fegato di merluzzo. Spesso, gli integratori di vitamina D3 

provengono dall’olio di pesce o dal colesterolo della lana di pecora, mentre la 

vitamina D2 è ottenuta dall’irradiazione dei lieviti o dei funghi [38]. Uno studio, 

aveva ipotizzato che la vitamina D2 favorisse la degradazione della vitamina D3, 

contribuendo così alla sua carenza [42], ma ricerche successive hanno dimostrato 

che somministrando 1000 UI di vitamina D2 si ottiene un incremento dei livelli di 

25-(OH)-D paragonabile a quello prodotto da 1000 UI di vitamina D3. La principale 
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differenza tra le due forme sta nella durata dei loro metaboliti. La 25-(OH)-D2 ha 

un’emivita più breve rispetto alla 25-(OH)-D3, a causa della sua minore affinità con 

la proteina legante la vitamina D (VDBP). Di conseguenza, i livelli di 25-(OH)-D2 

diminuiscono già dopo 3 giorni, mentre quelli di 25-(OH)-D3 iniziano a diminuire 

solo dopo 14 giorni [38]. Uno studio condotto su topi C56BL/6 ha dimostrato che i 

livelli ematici di 25-(OH)-D erano il doppio nei soggetti trattati con vitamina D2 

rispetto a quelli che avevano ricevuto vitamina D3, con effetti benefici più 

pronunciati a livello osseo [43]. Negli Stati Uniti, la vitamina D2 viene spesso 

utilizzata per trattare la carenza, mentre in Europa si preferisce l’uso di vitamina 

D3. Alcune categorie di persone, come gli obesi (BMI >30), necessitano di dosi 

maggiori di vitamina D, da 2 a 3 volte superiori rispetto alla media, poiché la 

vitamina D, essendo liposolubile, viene immagazzinata nel tessuto adiposo, 

riducendo la quantità disponibile per svolgere le sue funzioni. Anche i pazienti con 

patologie intestinali infiammatorie, quelli che hanno subito un intervento di bypass 

gastrico o affetti da malattie che causano malassorbimento, come il morbo di Crohn 

o la celiachia, richiedono un apporto più elevato. La tossicità della vitamina D si 

manifesta quando viene assunta oralmente in dosi eccessive per periodi prolungati. 

Tuttavia, una sovraesposizione al sole non provoca intossicazione, poiché l’eccesso 

di vitamina D prodotto viene distrutto dalla luce solare [38]. I sintomi di tossicità 

includono ipercalcemia e ipercalciuria, ma possono manifestarsi anche anoressia, 

nausea, vomito, diarrea, stanchezza, dolori ossei, aritmie cardiache e calcoli renali. 

Una condizione spesso confusa con la tossicità da vitamina D è l’ipersensibilità alla 

vitamina D, associata a iperparatiroidismo, sarcoidosi, granulomatosi o alcune 

forme di cancro [44]. 
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3.7 Attività dei vari metaboliti 

La vitamina D3 viene prodotta nella pelle attraverso una reazione fotochimica 

attivata dai raggi UV-B e successivamente metabolizzata a 25-(OH)-D3 per opera 

della 25-idrossilasi, nota come CYP2R1, presente nel reticolo endoplasmatico degli 

epatociti. Questo enzima è attivo sia a livello microsomiale che mitocondriale, dove 

è identificato come CYP27A1. Tuttavia, sembra che il CYP27A1 entri in gioco solo 

quando i livelli di vitamina D sono elevati. Anche se con un contributo inferiore, la 

25-idrossilasi responsabile di questa trasformazione è localizzata anche 

nell’intestino e nei reni. 

 

Figura 3.3. Metabolismo della vitamina D. 

La forma monoidrossilata della vitamina D è un metabolita inattivo che circola 

nel sangue in quantità maggiori rispetto alla forma attiva, con un’emivita di circa 

2-3 settimane, e rappresenta il biomarcatore utilizzato per misurare i livelli di 

vitamina D. Per attivarsi, necessita di un’ulteriore trasformazione da parte 
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dell’enzima 1α-idrossilasi, noto come CYP27B1, situato nei mitocondri delle 

cellule renali, che converte il metabolita in 1α,25-(OH)2-D, la forma attiva. Questa, 

presente nel sangue in concentrazioni molto più basse rispetto alla 25-(OH)-D3 

(circa 1000 volte inferiori), ha un’emivita di circa 4 ore. Oltre che nei reni, il 

CYP27B1 è presente anche nella pelle e nella placenta. Il funzionamento di questo 

enzima richiede NADPH per ridurre la flavoproteina ferrodossina reduttasi, che 

successivamente riduce la ferrodossina renale, attivando così il citocromo P450. La 

1α,25-(OH)2-D viene metabolizzata molto più rapidamente rispetto alla 25-(OH)-

D. Un esperimento su animali nefrectomizzati, incapaci di produrre il metabolita 

attivo, ha dimostrato che la somministrazione di 25-(OH)-D non causava effetti 

fisiologici, mentre somministrando 1α,25-(OH)2-D si osservava una risposta. 

Questo metabolita si lega al recettore VDR, espletando tutte le funzioni 

caratteristiche della vitamina D. La vitamina D2, ottenuta dall’ergosterolo irradiato 

con UV-B, subisce le stesse trasformazioni della vitamina D3, ma i suoi metaboliti 

risultano meno affini al legame con la VDBP e meno attivi rispetto a quelli della 

vitamina D3 [36]. 

A partire dalla 25-(OH)-D si può generare la 24R,25-(OH)2-D grazie all’azione 

dell’enzima CYP24A1. Questo metabolita ha una parziale attività e sembra essere 

coinvolto nella formazione della cartilagine e nella guarigione delle fratture, 

legandosi al recettore FAM57B2 invece che al VDR. Nei soggetti con carenza di 

vitamina D, l’attività della 24-idrossilasi è assente. L’inattivazione della vitamina 

D3 avviene tramite la biotrasformazione della 1α,25-(OH)2-D3 e della 25-(OH)-D3, 

grazie al CYP2A1, che produce rispettivamente 1α,24,25-(OH)3-D3 e 24,25-(OH)2-

D3. Questi metaboliti subiscono un’ossidazione che comporta la scissione del 

legame tra C23 e C24, formando un acido su C23, il principale prodotto di 
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eliminazione tramite la bile. Inoltre, sia la 25-(OH)-D3 che la 1α,25-(OH)2-D3 sono 

substrati per una 3-epimerasi, presente nel reticolo endoteliale delle cellule 

epatiche, ossee e cutanee, che trasforma queste molecole rispettivamente in 3-epi-

25-(OH)-D3 e 3-epi-1α,25-(OH)2-D3. Quest’ultimo ha un’affinità per il recettore 

VDR inferiore del 35-120% rispetto alla sua controparte attiva (Figura 3.4). Altre 

reazioni a carico della vitamina D sono reazione di solfoconiugazione e 

glucuronazione che contribuiscono a favorirne l’eliminazione [6, 27]. 

3.8 Alcune considerazioni sul ruolo essenziale della vitamina D 

La vitamina D, un tempo conosciuta esclusivamente per il suo ruolo essenziale 

nel metabolismo del calcio e nella salute dell’apparato scheletrico, ha visto negli 

ultimi decenni un ampliamento significativo della sua considerazione in ambito 

scientifico e medico. La scoperta che molti tessuti e organi possiedono recettori per 

la vitamina D, e che questa vitamina agisce attraverso meccanismi simili a quelli di 

un ormone, ha spostato la percezione di questa sostanza da semplice “vitamina” a 

una molecola endocrina di fondamentale importanza per la regolazione di numerosi 

processi biologici. Il suo riconoscimento come vero e proprio ormone ha aperto 

nuove prospettive di studio, evidenziando il suo coinvolgimento in una vasta 

gamma di funzioni sistemiche. Non solo la vitamina D è cruciale per la regolazione 

del metabolismo del calcio e del fosforo, ma influisce anche sull’omeostasi 

immunitaria, sul funzionamento del sistema cardiovascolare, sulla salute muscolare 

e persino sul benessere psicologico. I numerosi studi epidemiologici e clinici 

condotti negli ultimi anni hanno evidenziato come la carenza di vitamina D sia 

associata a un aumentato rischio di sviluppare una vasta gamma di malattie, tra cui 

malattie cardiovascolari, malattie autoimmuni, infezioni e alcune forme di tumori. 
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Tali evidenze hanno confermato che il suo ruolo va ben oltre la semplice 

prevenzione delle patologie scheletriche, come il rachitismo nei bambini e 

l’osteoporosi negli adulti, posizionando la vitamina D come una sostanza chiave 

per la salute globale dell’individuo. Considerando che i livelli insufficienti di 

vitamina D sono una condizione diffusa a livello mondiale, è chiaro come la sua 

integrazione debba essere al centro delle politiche sanitarie globali. Fattori come 

scarsa esposizione al sole, fattori dietetici e problemi di malassorbimento 

contribuiscono a rendere la carenza di vitamina D una vera e propria emergenza 

sanitaria, soprattutto nelle fasce di popolazione più vulnerabili. Questi includono 

gli anziani, le persone con pelle più scura, che hanno una minore capacità di 

sintetizzare la vitamina D tramite esposizione solare, e le persone che vivono in 

aree geografiche ad alta latitudine, dove la luce solare è ridotta per gran parte 

dell’anno. L’introduzione di programmi di screening e di integrazione alimentare 

mirati potrebbe rappresentare una soluzione efficace per contrastare la diffusione 

della carenza di vitamina D, con l’obiettivo di ridurre l’incidenza di patologie 

correlate. Tuttavia, nonostante la crescente consapevolezza e le numerose 

raccomandazioni cliniche, è ancora necessario ottimizzare le linee guida per 

l’integrazione, specialmente per definire con precisione i livelli ottimali di vitamina 

D, che variano in base a età, genere, stile di vita e stato di salute individuale. Una 

corretta personalizzazione dell’integrazione è fondamentale per evitare sia il rischio 

di carenza che quello di ipervitaminosi D, una condizione rara ma potenzialmente 

pericolosa. La comprensione del ruolo complesso e multifunzionale della vitamina 

D ha ancora margini di crescita. Uno degli obiettivi principali della ricerca futura 

sarà quello di chiarire ulteriormente i meccanismi molecolari attraverso cui la 

vitamina D esercita le sue funzioni in vari tessuti, oltre a identificare eventuali 
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nuove interazioni con altri sistemi ormonali o molecole biologiche. Tale 

comprensione più approfondita potrebbe aprire la strada a terapie più mirate ed 

efficaci per le patologie correlate alla carenza di vitamina D. Inoltre, esistono 

diverse aree che meritano una maggiore attenzione scientifica, la personalizzazione 

della terapia con vitamina D: le attuali raccomandazioni di integrazione sono spesso 

generalizzate e non tengono adeguatamente conto delle differenze individuali. Le 

future ricerche dovrebbero concentrarsi sulla definizione di dosaggi personalizzati, 

basati su fattori genetici, condizioni di salute e stile di vita. Ciò permetterebbe di 

ottimizzare l’efficacia dell’integrazione, minimizzando allo stesso tempo i 

potenziali rischi legati a un’integrazione inadeguata o eccessiva. Oggi, il dosaggio 

della vitamina D è basato principalmente sulla misurazione dei livelli sierici di 

25(OH)D. Tuttavia, vi è un crescente riconoscimento che questa misura potrebbe 

non essere completamente rappresentativa dell’effettiva biodisponibilità o 

dell’attività biologica della vitamina D. Future ricerche potrebbero focalizzarsi su 

nuovi biomarcatori per valutare più accuratamente lo stato della vitamina D a livello 

cellulare e tessutale. Un campo emergente di grande interesse è lo studio delle 

interazioni tra la vitamina D e il microbioma intestinale. Esiste una crescente 

evidenza che la vitamina D possa influenzare la composizione del microbioma, con 

implicazioni potenziali per la salute immunitaria e la prevenzione di malattie 

metaboliche. Capire meglio queste interazioni potrebbe portare a nuove strategie 

preventive o terapeutiche, che combinano l’integrazione di vitamina D con 

interventi mirati sul microbioma. La ricerca potrebbe anche concentrarsi 

sull’ottimizzazione delle formulazioni di vitamina D, esplorando nuove vie di 

somministrazione, come preparati a rilascio prolungato o integratori più 

biodisponibili, in grado di garantire un apporto continuo e ottimale di vitamina D, 
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riducendo così i rischi di oscillazioni nei livelli ematici. In conclusione, la vitamina 

D ha dimostrato di essere una molecola multifunzionale con un ampio spettro di 

azioni che influenzano la salute umana in modo profondo e complesso. Mantenere 

adeguati livelli di vitamina D non è solo fondamentale per prevenire malattie 

dell’apparato scheletrico, ma è anche cruciale per promuovere una salute ottimale 

a livello globale, con effetti positivi su molti organi e sistemi corporei. Il crescente 

corpo di prove scientifiche supporta la necessità di una maggiore consapevolezza 

pubblica e di politiche sanitarie più incisive per garantire che la popolazione 

mondiale raggiunga livelli adeguati di questa sostanza. La prevenzione e la 

correzione delle carenze di vitamina D potrebbero giocare un ruolo cruciale nella 

riduzione del carico globale di malattie croniche, migliorando così la qualità della 

vita e riducendo i costi sanitari associati. Alla luce di queste considerazioni, è 

auspicabile che la comunità scientifica e le istituzioni sanitarie continuino a 

collaborare per promuovere ulteriori ricerche e interventi mirati, con l’obiettivo di 

massimizzare i benefici derivanti dall’uso corretto della vitamina D nella pratica 

clinica e nella prevenzione delle malattie. 
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Capitolo 4 

Analisi lipidomica 

L’analisi lipidomica è lo studio del profilo chimico del lipidoma e consente di 

determinare la struttura chimica di ciascun componente lipidico in situazioni 

fisiologiche e patologiche. Le caratteristiche fondamentali per una strategia 

analitica di successo sono la selettività e la sensibilità. La prima rappresenta la 

capacità di determinare univocamente gli analiti d’interesse senza essere 

influenzata da variabili, per esempio la presenza di agenti interferenti presenti nella 

matrice, mentre la seconda si riferisce alla capacità di una metodica analitica di 

apprezzare una variazione di segnale generata da una determinata variazione di 

quantità di analita. Questo si traduce anche nella capacità di raggiungere bassi livelli 

di concentrazione in modo da garantire una approfondita e completa 

caratterizzazione della matrice d’interesse, inclusi quei composti presenti in tracce. 

La maggior parte delle tecniche di laboratorio disponibili per l’analisi lipidomica 

prevedono un preliminare trattamento del campione, per esempio l’estrazione dei 

lipidi mediante solventi organici, e successive indagini analitiche separative o shot-

gun dell’estratto per l’identificazione e/o quantificazione mediante l'impiego di 

idonei metodi di rivelazione [1]. Tuttavia, le tecniche di analisi lipidomica 

convenzionali prevedono l’utilizzo di metodiche separative quali la cromatografia 

liquida ad alta prestazione (HPLC), generalmente impiegata per separare e 

determinare varie classi dei lipidi nella loro forma nativa [2], e la gascromatografia 

(GC), applicata generalmente per la determinazione degli acidi grassi presenti in 

ciascuna classe lipidica. 
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4.1 Trattamenti del campione per l’analisi dei lipidi 

L’estrazione dei lipidi da sistemi complessi è generalmente il primo passo per 

l’analisi lipidomica. Quantità significative di contaminanti non lipidici devono 

essere rimosse prima che i lipidi siano sottoposti ad analisi strumentale. Pertanto, è 

necessaria una metodologia di estrazione che sia semplice e riproducibile. Per 

l’estrazione totale dei lipidi, dove i lipidi vengono estratti in un ampio intervallo di 

polarità, esistono due procedure standard comunemente utilizzate nei laboratori di 

analisi; si tratta dei protocolli Folch [3] e Bligh & Dyer [4]. Entrambe sono 

procedure di estrazione liquido-liquido (LLE, liquid-liquid extraction) che 

utilizzano cloroformio (CH-Cl3) e metanolo (CH3-OH) in diverse proporzioni [5]. 

Tuttavia, di recente sono state messe a punto metodiche di estrazione LLE 

alternative e compatibili con stazioni preparative robotizzate in modo da rendere 

automatizzate le procedure di preparazione del campione, in linea con i principi 

della White Analytical Chemistry [6]. Una dettagliata descrizione delle procedure 

di estrazione LLE impiegate per l’analisi dei lipidi è riportata nei sottoparagrafi che 

seguono. 

4.1.1 Metodo di estrazione di Folch 

La procedura di estrazione di Folch [3] è uno dei metodi più popolari per 

l’estrazione dei lipidi da campioni biologici. Si avvale del sistema di solventi 

bifasico costituito da CH-Cl3/CH3-OH/H2O in un rapporto volumetrico di 8:4:3 

(v/v/v). Un campione biologico acquoso come un tessuto biologico, siero o plasma, 

ecc., viene diluito 1:20 (v/v) con CH-Cl3/CH3-OH (2:1; v/v). Supponendo che il 

materiale biologico abbia un peso specifico di 1 g mL-1, 100 mg di tessuto devono 

essere diluiti con 1,9 mL di CH-Cl3/CH3-OH. Dopo questo passaggio, il campione 
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viene omogeneizzato a bassa temperatura e se possibile, in brevi periodi di tempo. 

Per preservare il profilo lipidico di un sistema biologico al momento del 

campionamento, l’aggiunta di solventi di estrazione che denaturano tutte le proteine 

e bloccano le attività enzimatiche dei lipidi dovrebbe essere effettuata rapidamente 

e in modo standardizzato. Nel metodo originale Folch, l’estratto grezzo viene 

filtrato per separare i residui di precipitato non estraibili. Tuttavia, oggigiorno 

alcuni autori preferiscono non effettuare tale passaggio in modo da evitare eventuali 

perdite dei lipidi e quindi avere delle basse rese di estrazione. Successivamente, si 

aggiungono 0,2 equivalente di H2O rispetto al volume totale di CH-Cl3/CH3-OH 

alla sospensione per indurre la formazione di un sistema bifasico. La fase superiore 

composta da H2O/CH3-OH viene separata dalla fase inferiore di CH-Cl3 in un 

rapporto di volume di 40:60 (v/v). La fase organica inferiore, contenente i lipidi di 

interesse, viene raccolta e trasferita in vials per l’analisi strumentale dei lipidi previa 

diluizione a una concentrazione appropriata. Nonostante il protocollo Folch appena 

descritto resti una delle procedure LLE più utilizzate in letteratura, presenta il 

problema dell’interfase contenente residui non estraibili. Pertanto, il rischio di 

contaminare l’estratto lipidico durante il prelievo della fase inferiore è alto. 

4.1.2 Metodo di Bligh e Dyer 

Il metodo di Bligh e Dyer [4] è stato originariamente progettato per l’estrazione 

e la purificazione dei fosfolipidi dai tessuti muscolari dei pesci e quindi è 

consigliato per campioni con un elevato contenuto di acqua endogena. La procedura 

prevede una iniziale estrazione LLE come prevista dal metodo di Folch; tuttavia, 

quantità minori di CHCl3 vengono utilizzate. Il campione di tessuto omogeneizzato 

viene quindi miscelato con una soluzione di CH-Cl3/CH3-OH (1:2; v/v). Dopo un 
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accurato vortex, si aggiunge 1 volume equivalente di CH-Cl3 all’omogeneizzato 

seguito da un ulteriore passaggio di omogeneizzazione. Successivamente, si 

aggiunge 1 volume di H2O distillata e la sospensione risultante sarà costituita da 

una miscela di CH-Cl3/CH3-OH/H2O con rapporti volumetrici 2:2:1,8. Questa 

sospensione viene successivamente filtrata attraverso una carta filtrante; il filtrato 

viene completamente allontanato e lo strato acquoso superiore rimosso. Il metodo 

ufficiale di Bligh & Dyer prevede un ulteriore passaggio di estrazione dello strato 

acquoso rimosso in precedenza utilizzando solo CH-Cl3 per ottenere rese migliori 

di estrazione, specie per i lipidi non polari come i TAGs. Oggi, il passaggio di 

filtrazione è spesso omesso nelle applicazioni lipidomiche e la separazione delle 

fasi è supportata dalla centrifugazione per alcuni minuti. 

4.1.3 Metodo MTBE 

Nel 2008, Matyash et al. [7] hanno sviluppato un nuovo protocollo per 

l’estrazione dei lipidi dimostrando che tale protocollo forniva rese di estrazione dei 

lipidi simili o migliori per la maggior parte delle principali classi dei lipidi rispetto 

ai metodi convenzionale di Folch e Bligh & Dyer. Il campione biologico viene 

miscelato con una soluzione di metil-t-butil etere (MTBE)/CH3-OH in rapporti 

volumetrici 10:3 (v/v) e incubato per 1 ora a temperatura ambiente sotto continua 

agitazione. Successivamente, si aggiungono 0,2 volumi equivalenti di H2O (rispetto 

al volume totale di MTBE/CH3-OH), ottenendo il rapporto volumetrico finale di 

10:3:2,5 (MTBE/CH3-OH/H2O). Dopo aver omogeneizzato accuratamente i 

campioni, la sospensione viene centrifugata per 10 minuti a 1000 g e la fase lipidica 

superiore viene trasferita in una vial. La fase acquosa residua viene ri-estratta con 

0,3 volumi equivalenti della fase superiore di MTBE. Gli estratti combinati possono 
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essere essiccati o utilizzati direttamente per l’analisi strumentale dei lipidi previa 

diluizione a una concentrazione appropriata. La differenza più significativa tra 

l’estrazione lipidica con MTBE e i metodi basati sull’impiego di CH-Cl3/CH3-OH 

è l’ordine opposto delle fasi organica e acquosa. La fase lipidica superiore è formata 

da MTBE e CH3-OH dovuto alla densità inferiore di entrambi i solventi (MTBE: 

0,74 g mL-1 e CH3-OH: 0,79 g mL-1) rispetto all’H2O. Di conseguenza, la fase 

organica viene prelevata senza entrare in contatto con la fase acquosa, quindi i 

residui non estraibili, che si trovano nella fase inferiore del sistema, risultano 

totalmente separati dalla frazione lipidica; ciò minimizza il rischio di 

contaminazione dell’estratto. Grazie alla maggiore polarità dell’MTBE rispetto al 

CH-Cl3, il procedimento migliora l’efficienza di estrazione soprattutto dei lipidi 

polari. 

4.1.4 Metodo BUME 

Löfgren et al. [59] hanno sviluppato nel 2012 il protocollo di estrazione definito 

con il termine BUME (butanolo/metanolo), con l’obiettivo di sostituire il CH-Cl3, 

ampiamente utilizzato nei metodi di estrazione LLE classici, per l’estrazione e la 

purificazione delle classi dei lipidi più abbondanti nel plasma. Il metodo BUME è 

stato implementato con successo e completamente automatizzato nei laboratori per 

analisi di routine dei lipidi. Il campione biologico viene miscelato con butanolo 

(C₄H₁₀O)/metanolo (BUME) (3:1; v/v). Successivamente, si aggiungono 1 volume 

equivalente di una miscela di esano/acetato di etile (3:1) e 1 volume equivalente di 

acido acetico al 1% alla miscela di reazione. Si effettua un sistema di estrazione 

bifasico e i composti lipidici vengono recuperati nella fase superiore. Il metodo 
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BUME ha dimostrato che i recuperi di estrazione per i lipidi analizzati (SLs, GLs, 

PLs) erano simili o superiori rispetto al metodo di Folch.  

4.1.5 Preparazione dei derivati esterei degli acidi grassi per l’analisi GC 

La tecnica GC ha rivoluzionato lo studio dei lipidi permettendo la 

determinazione della composizione completa degli acidi grassi di un lipide in un 

tempo molto breve [9]. A tale scopo, i lipidi vengono convertiti in derivati volatili, 

solitamente esteri metilici degli acidi grassi o FAMEs (Fatty Acid Methyl Esters), 

sebbene altri esteri possano essere preferiti per scopi specifici [10]. La procedura di 

derivatizzazione più comune è generalmente classificata in procedure catalizzate da 

agenti derivatizzanti di natura acida o basica. 

4.1.6 Transesterificazione catalizzata da acidi 

Gli acidi grassi liberi e i lipidi O-acilati sono rispettivamente esterificati o 

transesterificati riscaldandoli con un eccesso di CH3-OH anidro in presenza di un 

catalizzatore acido [2]. Gli alcoli, in presenza di un adeguato catalizzatore acido, 

possono esterificare gli acidi carbossilici come illustrato in Figura 4.1. Il primo 

passaggio della procedura di esterificazione è la protonazione dell’acido 

carbossilico per dare uno ione ossonio, che può subire una reazione di scambio con 

un alcol per dare uno ione intermedio, che perdendo un protone, forma un estere. 

Ogni passaggio è reversibile, ma in presenza di un grande eccesso di alcol, il punto 

di equilibrio della reazione è spostato in modo che l’esterificazione proceda 

praticamente a completamento. 

 

Figura 4.1 Esterificazione acida degli acidi grassi. 



 

 

Capitolo 4. Analisi lipidomica 

Dottorato di Ricerca in Scienze Chimiche  161 
 

La condizione fondamentale per un’esterificazione completa è l’assenza di acqua. 

Infatti, l’acqua è un donatore di elettroni più forte che inibisce la formazione dello 

ione intermedio e blocca il processo di esterificazione. Lo scambio di esteri o la 

transesterificazione avviene in condizioni simili (Figura 4.2). In questo caso, la 

protonazione iniziale dell’estere è seguita dall’aggiunta dell’alcol per ottenere uno 

ione intermedio, che può essere dissociato attraverso lo stato di transizione per dare 

l’estere. Anche in questo caso, ogni passaggio è reversibile e in presenza di un 

grande eccesso di alcol, il punto di equilibrio della reazione è spostato verso i 

prodotti. 

 

Figura 4.2 Transesterificazione acida dei lipidi 

Il reagente più frequentemente utilizzato per la preparazione dei FAMEs è il 

cloruro di idrogeno anidro (HCl) al 5% in CH3-OH [11]. In una tipica procedura di 

esterificazione utilizzando cloruro di idrogeno metanolico, il campione lipidico 

viene dissolto in un eccesso di reagente di almeno 100 volte il suo volume e la 

soluzione viene mantenuta in riflusso per circa due ore a 50 °C. Al termine della 

procedura, si aggiunge acqua e i FAME vengono estratti in un solvente appropriato 

come etere dietilico o esano [10]. Tutti gli acidi grassi vengono esterificati a una 

velocità approssimativamente equivalente al cloruro di idrogeno metanolico [11], 

quindi è improbabile che si verifichino perdite differenziali di acidi grassi specifici 
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durante la fase di esterificazione. D’altra parte, sono necessarie precauzioni 

particolari per garantire il recupero quantitativo degli esteri a catena corta. Una 

soluzione di acido solforico concentrato (H₂SO₄) al 1-2% in CH3-OH è utilizzata 

anche per derivatizzare i composti lipidici. Gli acidi grassi liberi vengono 

esterificati molto rapidamente riscaldandoli in acido solforico al 10% in CH3-OH 

fino a raggiungere la temperatura di riflusso [12]; tuttavia, questa procedura non è 

raccomandata per gli acidi grassi polinsaturi poiché l’acido solforico è un potente 

agente ossidante. Tempi di riflusso molto lunghi [13-14], concentrazioni eccessive 

di H₂SO₄ (20%) [15] e alte temperature (170 °C) [16-17] portano alla formazione 

di sottoprodotti colorati e alla distruzione dei PUFAs. Con il reagente diluito e 

condizioni moderate, tuttavia, non ci sono evidenze di effetti collaterali.  

Il trifluoruro di boro (BF3) è un acido di Lewis e in CH3-OH è un potente 

catalizzatore acido per l’esterificazione degli acidi grassi. Morrison e Smith [18] 

hanno dimostrato che il reagente può essere utilizzato per la transesterificazione 

della maggior parte delle classi dei lipidi. L’esterificazione degli acidi grassi liberi 

viene completata in due minuti con 12-14% di BF3 in CH3-OH sotto riflusso [19]. 

Sfortunatamente, il BF3 presenta gravi inconvenienti quando vengono utilizzate 

concentrazioni molto elevate (50%). Il tricloruro di boro (BCl3) in CH3-OH può 

essere utilizzato in modo simile per preparare esteri metilici, sebbene la reazione 

sia più lenta rispetto all’uso del BF3 come catalizzatore. 

4.1.7 Transesterificazione catalizzata da basi 

Gli esteri, in presenza di una base formano un intermedio anionico (Figura 4.3), 

che può dissociarsi di nuovo nell’estere originale o formare un nuovo estere. In 
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presenza di un eccesso di alcol, il punto di equilibrio della reazione è spostato verso 

il nuovo estere. 

 

Figura 4.3 Transesterificazione basica dei lipidi 

Un acido grasso non esterificato viene convertito in uno ione carbossilato in una 

soluzione basica, e questo non è soggetto ad attacco nucleofilo da parte degli alcoli. 

Pertanto, la procedura di esterificazione non può avvenire con un catalizzatore 

basico. In presenza di acqua, l’intermedio si dissocia irreversibilmente nell’acido 

libero è necessaria l’assenza di acqua dal sito di reazione. I più utilizzati agenti 

trasesterificanti basici sono il metossido di sodio (MeONa) o il metossido di 

potassio (MeOK) in CH3-OH anidro (0,5-2,0 M) [10]. L’idrossido di potassio 

(KOH) è talvolta utilizzato. In una tipica reazione di transesterificazione, il 

campione lipidico, se necessario è disciolto in quantità adeguate di toluene o altro 

solvente, viene fatto reagire con un eccesso di 100 volte di MeONa a una 

concentrazione di 0,5-2 M a 50 °C. I TAGs vengono completamente 

transesterificati in 10 minuti e i PL in 5 minuti, sebbene i CE richiedano 60 minuti 

in queste condizioni [10]. Viene aggiunto un acido diluito per neutralizzare il 

MeONa e ridurre al minimo il rischio di idrolisi dei FAMEs. Gli esteri metilici 

vengono recuperati tramite estrazione con solvente. 

4.1.8 Procedure di derivatizzazione-estrazione diretta 

Sono state descritte numerose procedure in cui i tessuti vegetali o animali 

vengono estratti e derivatizzati simultaneamente [2]. Queste procedure, che non 
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richiedono l’uso di solventi per l’estrazione LLE dei lipidi, consentono un recupero 

migliore degli acidi grassi e riducono notevolmente i tempi e la quantità di solvente 

necessari. Sfortunatamente, non ci sono evidenze che le procedure di 

derivatizzazione diretta siano adatte per tutti i tipi di campioni lipidici, 

considerando l’ampia varietà, la diversità e la complessità delle matrici lipidiche. I 

metodi catalizzati dall’acido potrebbero essere i più adatti poiché sono meno 

suscettibili alla presenza di piccole quantità di acqua endogena. Tuttavia, esiste il 

rischio che contaminanti non lipidici che vengano estratti e possano interferire con 

le successive analisi GC. 

4.2 Metodi di separazione per l’analisi dei lipidi  

La cromatografia è un metodo fisico di separazione, in cui i componenti di un 

campione sono distribuiti selettivamente tra due fasi immiscibili; una fase mobile 

scorre attraverso una fase stazionaria e il processo cromatografico avviene come 

risultato di ripetuti passaggi di assorbimento e desorbimento durante il movimento 

degli analiti lungo la fase stazionaria. I primi tentativi di tecniche cromatografiche 

sono attribuibili al botanico russo Michail Tsweett e risalgono agli inizi del'900; il 

suo esperimento prevedeva l'utilizzo di una colonna riempita di carbonato di calcio, 

alla quale poneva dei pigmenti vegetali. Infine, veniva aggiunta una miscela di alcol 

etilico ed etere di petrolio, la quale, attraversando la colonna, trascinava con sé le 

varie componenti della sostanza madre. Il semplice esperimento dimostrò come il 

pigmento vegetale di colore verde, sia composto in realtà da diverse componenti, 

che raggiungono il fondo della colonna con modalità e tempistiche differenti. D 

Durante i suoi studi sulla clorofilla e altri pigmenti vegetali, Tswett osservò che 

pigmenti colorati di origine vegetale venivano separati in bande individuali quando 
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iniettati in una colonna di vetro riempita di calcio. Pertanto, Tswett chiamò questa 

tecnica “cromatografia” (da χρώμα, colore, e γραφή, scrittura) [20]. La 

cromatografia nasce come tecnica separativa e in seguito si sviluppa come tecnica 

analitica, capace di separare e quantificare individualmente i diversi componenti 

presenti in miscele complesse. Un rivelatore, posizionato all’uscita della colonna 

cromatografica, insieme a dispositivi elettronici ausiliari e di registrazione, genera 

il cromatogramma, di cui un esempio è mostrato nella Figura 4.4. Un 

cromatogramma è essenzialmente un diagramma della concentrazione del 

campione (asse y) rispetto al tempo (asse x). Esso rappresenta le bande dei singoli 

componenti separati dalla colonna cromatografica e modificati da una varietà di 

processi fisici in una forma a picco. 

 

Figura 4.4 Rappresentazione di un cromatogramma. 

La posizione di un picco sulla scala temporale del cromatogramma fornisce 

alcune informazioni qualitative, poiché ogni picco cromatografico rappresenta 

almeno una molecola chimica, le aree sotto i picchi rappresentano le quantità delle 

singole sostanze separate nel tempo e nello spazio. La Figura 4.4 mostra un 

cromatogramma tipico di un singolo componente con un altro picco nella prima 
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parte del cromatogramma. Il tempo di ritenzione tR è il tempo trascorso tra 

l’iniezione e il massimo di un picco cromatografico. Esso è definito come: 

𝑡𝑅 = 𝑡0(1 + 𝑘) Eq. 4.1 

dove t0 è il tempo di ritenzione di un componente della miscela che non ha 

interazione con la fase stazionaria, e k è il fattore di capacità. Il fattore di capacità 

è ulteriormente definito come: 

𝑘 =  
𝑘 𝑉𝑆

𝑉𝑚
 Eq. 4.2 

dove K è il coefficiente di distribuzione del soluto, VS è il volume della fase 

stazionaria e Vm è il volume della fase mobile in una colonna cromatografica. Il 

coefficiente di distribuzione, relativo alla distribuzione del componente tra la fase 

stazionaria e quella mobile, può essere calcolato come segue: 

𝐾𝐷 =  
𝐶𝑆

𝐶𝑚
  Eq. 4.3 

dove CS e Cm sono le concentrazioni dell’analita nella fase stazionaria e mobile, 

rispettivamente. Secondo le equazioni 4.1 e 4.2, il tempo di ritenzione degli analiti 

dipende da diverse variabili come: la natura chimica della fase stazionaria della 

colonna e la sua temperatura, il rapporto tra i volumi delle fasi nella colonna 

(VS/Vm) e il valore di tR0. Nella pratica cromatografica, queste variabili vengono 

utilizzate per massimizzare la separazione degli analiti e la velocità dell’analisi. Dal 

tempo di ritenzione di un componente non trattenuto, chiamato tempo morto (tR0), 

e dalla lunghezza della colonna (L), è possibile calcolare la velocità lineare media 

(u) della fase mobile: 
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𝑢 =  
𝐿

𝑡𝑅𝑜
  Eq. 4.4 

La portata (F), che può essere facilmente misurata attraverso una colonna con 

diametro interno dc, è data da: 

𝐹 =  𝜋𝑑𝑐
2𝜀𝑢𝑢  Eq. 4.5 

dove εu è la frazione della colonna occupata dalla fase mobile tra le particelle e nei 

pori, il cosiddetto volume di ritenzione (VR) è il prodotto del tempo di ritenzione e 

della portata volumetrica: 

𝑉𝑅 =  𝑡𝑅𝐹  Eq. 4.6 

Poiché i tempi di ritenzione sono indicativi della natura del soluto, deve essere 

disponibile un riferimento per il loro confronto. All’interno di un determinato 

laboratorio chimico, spesso si usano i tempi di ritenzione relativi (valori relativi a 

un picco cromatografico scelto arbitrariamente): 

𝛼2,1 =  
𝑡𝑅2

𝑡𝑅1
=  

𝑉𝑅2

𝑉𝑅1
=  

𝐾2

𝐾1
 Eq. 4.7 

Questa equazione è anche una conseguenza diretta delle equazioni 4.1 e 4.2. Poiché 

la ritenzione relativa rappresenta il rapporto dei coefficienti di distribuzione per due 

soluti diversi, essa è frequentemente utilizzata (per i soluti con strutture chimiche 

selezionate) come mezzo per valutare la selettività delle interazioni soluto-colonna. 

Il successo di un metodo di separazione dipende principalmente dal massimizzare 

le differenze nei tempi di ritenzione dei singoli componenti della miscela. La 

capacità di un sistema cromatografico di separare due analiti è chiamata selettività. 

Il fattore di selettività (α) per due componenti è calcolato come: 
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𝛼 =  
𝑘2

𝑘1
=  

𝑡𝑅2− 𝑡0

𝑇𝑅1− 𝑡0
  Eq. 4.8 

dove k1 e k2 sono i fattori di ritenzione e tR1 e tR2 sono i tempi di ritenzione dei due 

componenti. Il fattore di selettività è sempre maggiore di uno. Un’altra variabile del 

processo di separazione è la larghezza del corrispondente picco cromatografico. 

Dalla larghezza del picco e dal tempo di ritenzione è possibile valutare la 

risoluzione (R). Questo parametro rappresenta una misura quantitativa del grado di 

separazione tra due picchi cromatografici, nominati come 1 e 2, ed è definito come 

segue: 

𝑅 =  
𝑡𝑅2− 𝑡𝑅1

0.5 (𝑤2+𝑤1)
=

2𝛥𝑡𝑅

𝑤2+𝑤1
  Eq. 4.9 

dove w1 e w2 sono le larghezze dei picchi dei due composti alla linea di base. Il 

grado di separazione tra due picchi cromatografici migliora con un aumento di R. 

Pertanto, la risoluzione è una misura quantitativa dell’efficacia di un processo di 

separazione. La Figura 4.5 illustra un caso di bassa risoluzione, in cui due 

componenti di una miscela non sono completamente separati e la loro risoluzione 

risulta incompleta. Il caso intermedio della figura rappresenta una situazione di 

risoluzione moderata, in cui i due componenti sono parzialmente distinti l’uno 

dall’altro, sebbene la fase stazionaria trattenga il secondo componente più 

fortemente rispetto al primo. Nel caso di alta risoluzione, si osserva una separazione 

più efficace dei due componenti, con picchi cromatografici più stretti. 
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Figure 4.5 Risoluzione tra i picchi cromatografici A e B. 

Per una separazione ottimale, è fondamentale ottenere picchi cromatografici 

simmetrici e limitare l’allargamento delle bande. È inoltre opportuno misurare 

l’efficienza della colonna, definita dal numero di piatti teorici, N, calcolato come: 

𝑁 = 16 (
𝑡𝑅

𝑤
)2 = 5,54 (

𝑡𝑅

𝑤1
2

)2 = 2𝜋 (
ℎ𝑝𝑡𝑅

𝐴
)2  Eq. 4.10 

dove w1/2 rappresenta la larghezza del picco a metà altezza, hP è l’altezza del picco 

e A è l’area del picco. L’equazione 4.10 fornisce risultati corretti solo se il picco ha 
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una forma gaussiana. Per picchi asimmetrici, è possibile calcolare valori 

approssimativi tramite la seguente: 

𝑁 = 41,7 
(
𝑇𝑅

𝑤0,1
⁄ )

𝑇+1,25
  Eq. 4.11 

dove w0.1 è la larghezza del picco al 10% dell’altezza del picco e T è il fattore di 

coda (o asimmetria del picco), definito come: 

𝑇 =  
𝑏0,1

𝛼0,1
  Eq. 4.12 

I termini α0.1 e b0.1 sono le sezioni (distanze dalla fronte del picco al massimo e dal 

massimo alla fine del picco, rispettivamente) della larghezza del picco al 10% 

dell’altezza del picco. Il numero di piatti teorici dipende dalla lunghezza della 

colonna (L); maggiore è la lunghezza della colonna, maggiore è il numero dei piatti. 

Pertanto, è stato introdotto un ulteriore termine che mette in relazione il numero di 

piatti con la lunghezza della colonna: l’altezza del piatto H (HETP = altezza 

equivalente a un piatto teorico), che può essere calcolata come segue: 

𝐻 =  
𝐿

𝑁
  Eq. 4.12 

La larghezza di un picco cromatografico è influenzata da una serie di parametri 

descritti nell’equazione di van Deemter: 

𝐻 = 𝐴 +  
𝐵

𝑢
 𝐶𝑢  Eq. 4.13 

in cui A rappresenta i percorsi multipli, B/u la diffusione longitudinale, e Cu è il 

termine relativo al trasferimento di massa di un soluto nelle fasi stazionaria e 

mobile. Tutti questi sono fattori sperimentali che contribuiscono all’allargamento 

di una banda cromatografica. Il termine A o diffusione di Eddy, tiene conto del fatto 
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che le molecole del soluto, passando attraverso la colonna, seguono percorsi casuali 

tra le particelle della fase stazionaria, causando un allargamento della banda. Il 

termine B, o diffusione longitudinale, è correlato al fatto che la concentrazione 

dell’analita è inferiore ai bordi della banda rispetto alla zona centrale; l’analita 

diffonde dal centro verso i bordi, causando un ulteriore allargamento della banda. 

L’effetto di questo fattore diminuisce all’aumentare della velocità della fase mobile. 

Il termine C, ossia la resistenza al trasferimento di massa, dipende dal fatto che 

l’analita impiega un certo tempo per equilibrarsi tra la fase stazionaria e quella 

mobile. Se la velocità della fase mobile è elevata e l’analita ha una forte affinità per 

la fase stazionaria, l’analita nella fase mobile si sposterà in avanti rispetto a quello 

nella fase stazionaria, allargando la banda. Maggiore è la velocità della fase mobile, 

peggiore sarà l’allargamento della banda. La Figura 4.6 rappresenta il grafico 

dell’altezza di un piatto teorico in funzione della velocità di flusso, la cosiddetta 

curva di van Deemter. La velocità del flusso ottimale e i contributi ai termini A, B/u 

e Cu sono mostrati nella figura 4.6. Poiché l’altezza del piatto è inversamente 

proporzionale al numero dei piatti, un valore ridotto indica un picco stretto, che 

rappresenta la condizione desiderabile. Pertanto, ognuno dei tre termini A, B e C 

deve essere minimizzato per massimizzare l’efficienza della colonna. 

 

Figura 4.6 Grafico che rappresenta l’altezza del piatto teorico in funzione della 

velocità della fase mobile (utilizzando l'equazione di van Deemter). L’influenza di 

A, B/u,e Cu vengono mostrati nel grafico. 
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4.2.1 Analisi gascromatografica dei lipidi  

La gascromatografia è una tecnica analitica ampiamente utilizzata nell’analisi 

lipidomica, nonostante la complessità del processo di derivatizzazione richiesto 

prima della separazione cromatografica. Infatti, i metodi GC sono limitati a 

composti volatili e semi-volatili, pertanto i lipidi con elevato peso molecolare 

richiedono reazioni di idrolisi e di derivatizzazione. Questi processi possono 

eliminare gran parte delle informazioni strutturali relative alle specie molecolari dei 

lipidi. Di conseguenza, quando si utilizza la GC per analizzare diverse categorie di 

lipidi, sono assolutamente necessarie le derivatizzazioni [21]. La GC è stata 

ampiamente impiegata per l’analisi quantitativa di miscele complesse, in particolare 

degli acidi grassi [21]. James e Martin descrissero la prima caratterizzazione degli 

acidi grassi in campioni biologici nel 1952 [22]. Nel 1953, Crooper et al. [23] 

descrissero la separazione cromatografica dei FAMEs mediante cromatografia in 

fase gassosa. Dopo questi lavori pionieristici, la caratterizzazione degli acidi grassi 

tramite esterificazione in FAME e successiva determinazione mediante metodo GC 

è diventata una delle analisi più diffuse nei laboratori di lipidomica [21]. 

La GC è una tecnica di separazione ampiamente utilizzata per scopi analitici 

grazie alla sua alta sensibilità, al suo grande potere risolutivo e al fatto che richiede 

solo piccole quantità di campione. Grazie a queste caratteristiche, utili per l’analisi 

di composti organici volatili e semi-volatili, questa tecnica ha trovato largo impiego 

in tutte le applicazioni di laboratorio e industriali, in vari campi della scienza, 

inclusa l’analisi lipidica. L’unica grande limitazione della tecnica GC è 

rappresentata dal fatto che i campioni devono essere volatili a temperature 

comprese tra la temperatura ambiente (25 °C) e circa 400 °C, temperature 

comunemente ottenute dagli strumenti GC presenti sul mercato e compatibili con 
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le colonne cromatografiche utilizzate. Il principio di separazione si basa sull’affinità 

relativa di un componente con la fase stazionaria (un solido o un liquido), mentre 

la fase mobile (un gas carrier) fluisce attraverso la colonna separativa. I meccanismi 

di separazione utilizzati nella GC sono essenzialmente l’adsorbimento e la 

ripartizione. Il primo meccanismo si ottiene con l’uso di una fase stazionaria solida 

sulla cui superficie sono presenti siti attivi che possono stabilire una serie di legami 

deboli come dipolo-dipolo, ponte a idrogeno, forze di Van der Waals, dipolo indotto 

con le diverse molecole della miscela da separare. In questo caso, la tecnica GC è 

definita cromatografia gas-solido (GSC); se la fase stazionaria è un liquido, le 

molecole vengono solubilizzate nella fase stazionaria e si dividono tra le due fasi 

immiscibili. Questo approccio, il più utilizzato, è chiamata cromatografia gas- 

liquido (GLC). Le parti essenziali del sistema GC sono mostrate nella Figura 4.7. 

 

Figura 4.7 Rappresentazione schematica del sistema GC. 

I gas carrier comunemente utilizzati nella tecnica GC sono l’elio, l’idrogeno e 

l’azoto. La scelta del gas carrier dipende solitamente dal rivelatore utilizzato. 

Generalmente, si preferiscono l’elio e l’idrogeno, con una maggiore preferenza per 

l’elio dovuto a questioni di sicurezza del laboratorio, nonostante il costo più elevato 

rispetto all’idrogeno. Il gas carrier non compete con la fase stazionaria essendo un 
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gas inerte. In ogni caso, il gas carrier deve avere un alto grado di purezza (99,999%) 

ed essere privo di umidità e idrocarburi che potrebbero danneggiare la fase 

stazionaria di una colonna e interferire con la risposta del rivelatore. Inoltre, è 

fortemente consigliato rimuovere tutte le tracce di questi elementi dal gas carrier 

posizionando trappole contenenti setacci molecolari adatti a rimuovere molecole di 

ossigeno (disponibili in commercio) tra la bombola del gas e la colonna [2]. La 

scelta del gas carrier è fondamentale poiché influenza l’efficienza della colonna e 

di conseguenza, l’intero processo cromatografico. La velocità ottimale del gas 

carrier diminuisce con la diminuzione della capacità diffusiva del soluto; questo 

può anche influenzare il tempo di separazione del campione. La diffusività di un 

soluto influisce sia sull’altezza del piatto sia sulla velocità del gas carrier, come 

descritto dall’equazione di Van Deemter. Come mostrato nella Figura 4.8, l’azoto 

fornisce il valore più basso di HETP a una velocità ottimale piuttosto bassa, il che 

comporta tempi di separazione lunghi. 

 

Figura 4.8 Curve di Van Deemter per i gas carrier azoto, elio e idrogeno. 

Tuttavia, come mostrato in figura 4.8, i parametri ottimali si ottengono per 

l’idrogeno e l’elio. 
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Il processo di iniezione del campione è di fondamentale importanza in GC 

perché non deve alterare la composizione originaria del campione. Idealmente, la 

degradazione termica o il riarrangiamento del campione dovrebbero essere 

trascurabili, il picco del solvente non dovrebbe interferire con la rilevazione dei 

soluti, e i tempi di ritenzione e le aree relative dei picchi dovrebbero essere 

altamente riproducibili [2]. I sistemi di auto-iniezione sono da preferire quando 

disponibili. L’iniezione manuale può causare problemi di evaporazione prematura 

del campione prima che l’ago metallico della siringa sia completamente inserito nei 

sistemi di iniezione split/splitless, PTV oppure on-column mostrati nella Figura 4.9.  

Il sistema di iniezione split/splitless induce una rapida vaporizzazione dei 

campioni nel gas carrier, che viene diviso in due flussi, uno dei quali è diretto nella 

colonna cromatografica mentre il secondo è espulso nell’atmosfera tramite una 

valvola progettata a questo scopo. Il sistema di iniezione è dotato di un setto in 

silicone che viene perforato quando il campione viene introdotto dall’ago della 

siringa. Il gas carrier entra nel sistema di iniezione e fluisce verso la camera di 

vaporizzazione. Questa camera è costituita da un piccolo tubo di vetro o quarzo, 

detto liner, contenente lana di vetro o materiale suddiviso finemente, e ha lo scopo 

di mescolare il campione volatilizzato con il gas carrier. 
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Figura 4.9 Sistemi di iniezione split/splitless, PTV e on-column utilizzati in GC. 

Prima di entrare nella colonna, questa miscela viene divisa e solo una piccola 

porzione è autorizzata ad entrare nella colonna per essere analizzata. Il rapporto di 

split definisce il rapporto tra il flusso che entra nella colonna e il flusso eliminato. I 

suoi valori sono regolati da una valvola di controllo per ottenere il rapporto di split 

desiderato, solitamente da circa 1:10 a 1:1000. Poiché il flusso attraverso la colonna 

è comunemente di circa 1-2 mL min-1, il flusso di gas attraverso l’iniettore è molto 

elevato (100-200 mL min-1) e il campione vaporizzato è presente nell’iniettore solo 

per un istante. Di conseguenza, il campione viene immediatamente introdotto nella 

colonna come una banda stretta, evitando picchi larghi nel cromatogramma. Lo 

svantaggio legato all’uso di questo sistema di iniezione è che i componenti più 

volatili passano nella fase gassosa più rapidamente rispetto ai componenti meno 

volatili. La conseguenza è che inizialmente nella colonna ci sarà un gas ricco di 

composti più volatili. In questo caso, il rapporto di split non è lineare e, pertanto, le 

concentrazioni relative dei vari componenti nel campione iniettato non sono 

esattamente rappresentate nel gas che entra nella colonna. Per aggirare il problema, 

l’aumento della temperatura nell’iniettore induce una completa e immediata 
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evaporazione di tutti i componenti della miscela. Questo è probabilmente il sistema 

di iniezione più utilizzato per l’analisi degli acidi grassi, poiché è facilmente 

compatibile con i sistemi di auto-iniezione. Con la dovuta cura, può fornire risultati 

eccellenti [2]. Nell’iniezione splitless, una valvola a solenoide viene attivata 

bloccando la valvola che controlla il rapporto di split. Così, il campione viene 

vaporizzato istantaneamente e trasferito completamente nella colonna dal gas 

carrier. Il principale svantaggio è la possibilità di avere bande iniziali larghe, ma 

con il beneficio della sensibilità del metodo.  

L’iniettore PTV (Programmed Temperature Vaporization) consente l’iniezione 

degli analiti secondo un programma di temperatura determinato. Il campione viene 

introdotto nell’ingresso, che viene inizialmente raffreddato e successivamente la 

sua temperatura viene aumentata a un ritmo controllato in modo che tutti i 

componenti del campione vengano vaporizzati selettivamente. Riscaldando 

l’iniettore, tutti gli analiti vengono introdotti nella colonna in modalità splitless. 

L’iniettore PTV abbassa i limiti di rilevazione delle tecniche analitiche poiché 

possono essere iniettati grandi volumi di campione. I sistemi di iniezione di questo 

tipo sembrano essere i più adatti per l’analisi di lipidi ad alto peso molecolare, come 

i triacilgliceroli (TAG) [2]. 

Nell’iniezione on-column, il campione e il solvente vengono iniettati 

direttamente in colonna. Il campione viene concentrato tramite cold trapping o 

solvent effect nella testa della colonna; quindi, deve essere iniettato a una 

temperatura della colonna prossima al punto di ebollizione del solvente. 

Strutturalmente, questo iniettore è dotato di un’apertura conica che conduce a un 

canale molto stretto per consentire solo il passaggio dell’ago della siringa. Una 

valvola regola l’apertura di un portello che permette all’ago di penetrare nella 
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porzione iniziale della colonna. Qui, arriva un flusso d’aria fredda che consente 

l’iniezione del campione allo stato liquido e del gas carrier. I sistemi di iniezione 

on-column hanno esteso il campo di applicazione della GC anche a quei campioni 

che, a causa della loro termolabilità, non potrebbero essere analizzati utilizzando i 

più comuni sistemi di iniezione a caldo. Con questo metodo, particolare attenzione 

deve essere posta durante la preparazione dei campioni, per garantire che siano privi 

di materiali non volatili che potrebbero accumularsi in testa alla colonna.  

La colonna cromatografica è il cuore di un sistema GC, all’interno del quale 

avviene il processo di separazione degli analiti. Le separazioni gascromatografiche 

delle specie lipidiche vengono eseguite per determinare la lunghezza della catena, 

il grado di insaturazione e la configurazione geometrica cis o trans degli acidi 

grassi. In generale, i tempi di ritenzione dei derivati degli acidi grassi su colonne 

non polari si basano sulla volatilità e, quindi, la separazione avviene principalmente 

in funzione della lunghezza della catena carboniosa. I tempi di ritenzione dei 

derivati degli acidi grassi su colonne polari, invece, sono determinati 

principalmente dalla polarità e dalla lunghezza della catena. Inizialmente, le prime 

colonne GC erano impaccate, costituite da tubo realizzato in vetro o metallo 

riempito con un materiale granulare. Questo materiale era solitamente mantenuto 

in posizione da piccoli tappi di lana di vetro posti alle estremità della colonna. 

Durante una corsa GC, la colonna impaccata era collegata allo strumento attraverso 

una connessione ermetica; il gas carrier fluiva tra le singole particelle, mentre le 

molecole del campione interagivano con esse. Tipicamente, i diametri interni delle 

colonne impaccate erano di 1-4 mm, e le lunghezze variavano da 1 a 3 metri, 

sebbene esistano applicazioni speciali con dimensioni diverse. Il materiale di 

riempimento granulare poteva essere un materiale adsorbente, se il metodo scelto 
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era la cromatografia gas-solido (GSC), oppure un supporto solido inerte impregnato 

con una quantità definita di fase stazionaria liquida nel caso di applicazioni di 

cromatografia gas-liquido (GLC). In entrambi i casi, era necessario utilizzare 

materiali di riempimento con particelle uniformemente piccole, poiché le 

prestazioni della colonna dipendono fortemente dalla dimensione delle particelle. 

Le performance cromatografiche di diverse colonne impaccate (Silar 10C, Silar 

9CP, SP 2340, e OV-275), disponibili a metà degli anni ‘70, sono state confrontate 

[24]. Lo sviluppo di queste colonne altamente polari e resistenti alla temperatura ha 

permesso di separare gli isomeri geometrici degli acidi grassi. Per esempio, una 

colonna riempita con il 12% di Silar 10C come fase stazionaria era in grado di 

separare alla linea di base gli isomeri cis e trans degli esteri metilici dell’acido 

linoleico [25]. Tutti e otto gli isomeri geometrici dell’acido α-linolenico sono stati 

anche parzialmente risolti. Sebbene fosse possibile ottenere un numero maggiore di 

piatti teorici, la necessità di compensare la contropressione impediva il 

funzionamento di queste colonne a più di 6000 piatti teorici [24].  

Le colonne capillari o wall coated open tubular (WCOT) sono state introdotte 

nel 1956 dallo scienziato M. J. E. Golay. Grazie alle altissime efficienze di 

separazione, le colonne capillari hanno migliorato sostanzialmente le separazioni 

analitiche. Il vantaggio di queste colonne è l’assenza di materiale di riempimento 

granulare all’interno della colonna. La fase stazionaria liquida è distribuita 

uniformemente come un sottile film sulla superficie della parete interna lungo tutta 

la lunghezza della colonna. A differenza delle colonne impaccate, le colonne 

capillari sono aperte, generano una resistenza al flusso molto bassa che consente 

l’uso di colonne di lunghezze notevoli, fino a 200 metri. L’assenza del materiale di 

riempimento modifica l’equazione di van Deemter poiché il termine A è assente. 
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Pertanto, Golay ha proposto un nuovo termine per gestire il processo di diffusione 

nella fase gassosa delle colonne capillari. La sua equazione comprendeva due 

termini C, uno per il trasferimento di massa nella fase stazionaria (Cs, simile 

all’equazione di van Deemter) e uno per il trasferimento di massa nella fase mobile 

(Cm): 

𝐻 =  
𝐵

𝑢
+ (𝐶𝑠 + 𝐶𝑚)𝑢  Eq. 4.14 

dove B rappresenta la diffusione molecolare e u è la velocità lineare. Come 

menzionato in precedenza, è auspicabile ridurre il più possibile l’altezza del piatto 

(H). A questo punto, è chiaro che per diminuire il valore di H, la velocità lineare 

deve essere aumentata. Infatti, una velocità elevata ridurrà il tempo che un soluto 

trascorre nella colonna, diminuendo così il tempo disponibile per la diffusione 

molecolare. La diffusione molecolare può essere espressa come: 

𝐵 = 2𝐷𝐺  Eq. 4.15 

dove 𝐷G è il coefficiente di diffusione del soluto nel gas carrier; un basso 

coefficiente di diffusione può essere ottenuto utilizzando gas con pesi molecolari 

più elevati, come l’azoto o l’argon. I termini C nell’equazione di Golay si 

riferiscono al trasferimento di massa del soluto sia nella fase stazionaria sia in quella 

mobile. Un trasferimento di massa rapido è auspicabile per ridurre l’allargamento 

della banda. L’importanza relativa dei due termini C nell’equazione di Golay 

dipende principalmente dallo spessore del film e dal raggio della colonna. 

Sostanzialmente, per film sottili (< 0,2 μm), il termine C è controllato solo dal 

trasferimento di massa nella fase mobile, mentre per film spessi (2-5 μm), è 

controllato dal trasferimento di massa nella fase stazionaria. Per film intermedi (0,2-
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2 μm), devono essere considerati entrambi i fattori. Un’altra considerazione può 

essere fatta sui termini C che sono moltiplicati per la velocità lineare u 

nell’equazione 4.14. Essi sono minimizzati a velocità basse, dando così più tempo 

alle molecole per diffondere dentro e fuori la fase liquida e attraverso la colonna 

nella fase mobile gassosa [26]. Le lunghezze tipiche delle colonne capillari variano 

da 10 a 100 metri, con diametri interni di 0,2-0,5 mm.  

Le colonne capillari polari rivestite con glicole polietilenico o con fasi basate sul 

cianopropile sono oggi i tipi di colonne più comuni impiegati per la separazione dei 

FAME [27-31]. Queste colonne consentono la separazione dei FAME che 

differiscono non solo per il numero di atomi di carbonio, ma anche per il grado di 

insaturazione, la geometria e la posizione dei doppi legami. Lo svantaggio di queste 

colonne è che presentano un bleeding della colonna più elevato rispetto alle fasi 

stazionarie non polari, con conseguente disturbo del rumore di fondo relativamente 

alto che potrebbe compromettere la quantificazione degli analiti, specialmente 

quelli a bassi livelli di concentrazione. [30] Negli ultimi anni, diversi paesi hanno 

introdotto nuove normative riguardanti la limitazione o l’etichettatura del contenuto 

di acidi grassi trans negli alimenti e negli integratori alimentari [31]. I metodi GC 

più recenti per determinare il contenuto di FAMEs in configurazione trans 

descrivono separazioni che richiedono colonne capillari lunghe con fasi stazionarie 

altamente polari. Esistono metodi ufficiali di GC per determinare i singoli isomeri 

degli acidi grassi in matrici lipidiche specifiche. Nel 2005, l’American Oil 

Chemists’ Society (AOCS) ha approvato il Metodo Ufficiale Ce 1h-05 per la 

determinazione di acidi grassi cis-, trans-, SFA, MUFA e PUFA negli oli e grassi 

vegetali o di origine animale non ruminante mediante gascromatografia capillare 

(GLC) [32]. Il Metodo Ufficiale Ce 1h-05 utilizza colonne capillari CP-Sil 88 (100 
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m x 0,25 mm id, spessore 0,2 μm; Varian Inc., Walnut Creek, CA) o Supelco 2560 

(100 m x 0,25 mm id, spessore 0,2 μm; Supelco Inc., Bellefonte, PA). La 

separazione degli acidi grassi veniva eseguita in condizioni di eluizione isoterma a 

una temperatura di 180 °C, permettendo la separazione di cis- e trans-18:1. 

Tuttavia, il metodo Ce 1h-05 non era adatto per l’analisi di campioni contenenti 

FAME a catena corta, come i grassi lattieri, o contenenti PUFA a catena lunga. 

Tuttavia, il metodo offre una separazione superiore degli isomeri 

posizionali/geometrici degli FAME oleico e linoleico [31]. Nel 2007, l’AOCS ha 

introdotto la procedura Ce 1j-07 per integrare il metodo Ce 1h-05 nella 

determinazione degli acidi grassi cis-, trans-, SFA, MUFA e PUFA nei grassi 

lattieri e ruminanti mediante GLC capillare [33]. Questo metodo è basato sulla 

separazione offerta dalle stesse colonne capillari CP-Sil 88 e Supelco 2560, e su un 

programma di temperatura da 45 a 215 °C. Tale metodo fornisce una separazione 

dei FAME a catena corta a fronte di una sovrapposizione leggermente maggiore 

nella separazione di cis- e trans-18:1 FAME [31]. 

Recentemente, diverse analisi dei FAME mediante tecnica GC sono state 

condotte utilizzando colonne capillari rivestite con liquidi ionici (IL) altamente 

polari [30]. La fase stazionaria polare di una colonna IL è costituita da un catione 

organico (ad esempio, dialchilimidazolio e fosfonio) e da un anione organico o 

inorganico [34]. Queste colonne, rispetto a quelle polari comunemente utilizzate, 

offrono una selettività comparabile o superiore e una minor perdita [30]. Le colonne 

IL disponibili in commercio sono classificate come SLB-ILxx; con xx 

(nell’intervallo 59–111), un numero che indica il numero di polarità (PN) come 

proposto dal Prof. Mondello [35]. La capacità di separare FAME selezionati 

utilizzando colonne capillari rivestite con una colonna IL altamente polare è stata 
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dimostrata per la prima volta da Ragonese et al. [36] utilizzando una colonna SLB-

IL100 (Merck Life Science, Darmstadt, Germania). Delmonte et al. [37] hanno 

dimostrato una migliore separazione dei FAME ottenuta con una colonna SLB-

IL111 da 100 m (Merck Life Science), in particolare per gli isomeri cis e trans dei 

MUFAs e gli isomeri dell’acido linoleico coniugato (CLA), rispetto alla 

separazione fornita da una colonna SP-2560 [38]. Nel 2012, Del Monte et al. [39] 

hanno riportato la separazione degli acidi grassi del grasso del latte dopo la loro 

conversione in FAME utilizzando una colonna capillare SLB-IL111 (Merck Life 

Science). La colonna, dalla lunghezza di 200 m, ha permesso di risolvere con 

successo la maggior parte degli acidi grassi contenuti nel grasso del latte in un’unica 

corsa cromatografica. 

Il rilevatore riveste un ruolo estremamente importante nell’intero processo di 

analisi mediante cromatografia gassosa (GC). Il successo di un metodo analitico è 

attribuibile in gran parte allo sviluppo di strumenti di rilevazione altamente sensibili 

e affidabili. Nel rilevare la concentrazione del gas all’uscita della colonna, il 

rilevatore fornisce informazioni sulla distribuzione dei singoli picchi all’interno di 

un cromatogramma, nonché sulle loro quantità relative. I rilevatori sono 

comunemente classificati come universali o selettivi. I rilevatori universali 

misurano tutti o quasi tutti i componenti di una miscela, sebbene la loro risposta 

alle stesse quantità di composti diversi non sia spesso simile. I rilevatori selettivi 

reagiscono solo ai componenti della miscela che possiedono caratteristiche 

strutturali uniche nelle loro molecole. Le proprietà analitiche più importanti di un 

rilevatore GC sono la sensibilità, la linearità su un ampio intervallo di 

concentrazioni, la stabilità a lungo termine e la facilità d’uso. Sebbene la maggior 

parte delle determinazioni GC venga eseguita con quantità di soluto comprese tra 
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livelli di μg e ng, alcuni rilevatori selettivi possono raggiungere i livelli di pg, 

rappresentando alcune delle tecniche di misurazione più sensibili disponibili per il 

chimico.  

Il rilevatore più frequentemente utilizzato nell’analisi dei FAMEs mediante GC 

è il rilevatore a ionizzazione di fiamma (FID) [21]. Il rilevatore FID (Figura 4.10) 

è ormai utilizzato quasi universalmente, poiché può essere utilizzato con quasi tutti 

i composti organici e possiede alta sensibilità e stabilità, un basso volume morto e 

un tempo di risposta rapido, mentre la risposta è lineare su un intervallo molto 

ampio [2]. 

 

Figura 4.10 Rappresentazione schematica del rivelatore FID. 

Il principio del rilevatore si basa sulla generazione di ioni tramite la combustione 

dei composti organici che eluiscono dalla colonna in una fiamma alimentata da 

idrogeno e aria. La fiamma è sostenuta sulla punta del getto da un flusso costante 

di idrogeno puro, mentre l’aria ossidante viene fornita attraverso il diffusore. Alla 

base del rilevatore, l’effluente della colonna viene introdotto continuamente, 

mescolato con l’idrogeno e inviato nella fiamma. Le variazioni di conduttività tra 

gli elettrodi vengono monitorate, amplificate elettronicamente e registrate. Un gas 
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carrier convenzionale contribuisce poco alla conduttività della fiamma. Quando le 

molecole di soluto organico entrano nella fiamma, vengono rapidamente ionizzate, 

aumentando la corrente in accordo con la concentrazione del soluto. Con il 

rilevatore FID, l’aumento della corrente è lineare con la concentrazione del soluto 

fino a sei ordini di grandezza. Sebbene il meccanismo di rilevamento non sia ancora 

stato completamente chiarito, è noto che la risposta agli idrocarburi è proporzionale 

al numero di atomi di carbonio nella molecola [40]. Le principali fasi che si 

verificano in un rilevatore FID sono tipicamente reazioni di primo ordine, come il 

cracking e lo stripping, seguite da ossidazione e chemioionizzazione. La 

formazione di ioni nella fiamma è principalmente il risultato della 

chemioionizzazione di radicali CHO energetici, derivante dalla reazione tra radicali 

CH e O [40]: 

 

Il sistema FID funziona come un contatore di atomi di carbonio; ogni atomo di 

carbonio nella molecola del soluto contribuisce al segnale (composti con legami C-

C e C-H), mentre la presenza di eteroatomi tende a ridurre la risposta. Negli esteri, 

chetoni o aldeidi, ad esempio, gli atomi di carbonio sono già ossidati nel campione 

di partenza. Pertanto, in queste molecole, tale frammento non può produrre ioni né 

generare una risposta nel rilevatore FID. Un atomo di carbonio associato a un 

eteroatomo fornisce spesso un contributo inferiore rispetto alla norma [41]. 

Tuttavia, il FID è un rilevatore inadeguato per la determinazione strutturale dei 

FAMEs, soprattutto quando applicato all’analisi di matrici lipidiche complesse. 
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Infatti, il segnale FID fornisce esclusivamente informazioni sulla risposta 

strumentale e sul tempo di ritenzione [21]. Per queste ragioni, l’analisi dei FAMEs 

mediante un gascromatografo accoppiato a un rilevatore FID richiede l’utilizzo di 

standard di FAMEs per confermare l’identità di ciascun composto; in assenza di 

standard, possono verificarsi errori di identificazione. In tal caso, è opportuno 

utilizzare uno spettrometro di massa (MS) per confermare l’identità delle specie 

incognite. Il principio della tecnica è descritto nel Capitolo 5. 

Per identificare un composto all’interno di una matrice complessa, si utilizza 

spesso il concetto di ritenzione relativa (r) del picco di interesse rispetto a un 

composto standard, ottenendo così un parametro caratteristico secondo la seguente 

equazione: 

𝑟 =  
𝑡𝑅𝑖

′

𝑡𝑅𝑠𝑡
′   Eq. 4.16 

dove t’Ri si riferisce al tempo di ritenzione corretto dell’analita, mentre t’Rst si 

riferisce al tempo di ritenzione corretto del picco di riferimento. Pertanto, la 

ritenzione relativa dei soluti che eluiscono dopo lo standard sarà >1, mentre quella 

dei composti che eluiscono prima dello standard sarà <1. Il tempo di ritenzione non 

è utile per l’identificazione dei picchi, poiché esso è influenzato dalla velocità 

lineare applicata, dalla temperatura, dal rapporto di fase e dalla lunghezza della 

colonna. Rispetto al tempo di ritenzione, il fattore di ritenzione è più vantaggioso 

poiché include il tempo del picco non trattenuto, compensando le variazioni causate 

da discrepanze nella velocità lineare e da differenze nella lunghezza della colonna. 

Tuttavia, la ritenzione relativa dipende anche dal rapporto di fase; quindi, se si 

sceglie un picco di riferimento identico e si applica la stessa temperatura della 

colonna, i risultati sono comparabili. Per superare questo limite, Kováts introdusse 
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nel 1958 il sistema degli indici di ritenzione (RI) in cui una serie omologa di 

paraffine normali veniva utilizzata come picchi di riferimento. In condizioni di GC 

isotermiche, come è noto, questa serie omologa eluisce con tempi di ritenzione che 

aumentano esponenzialmente. In tali condizioni, esiste una relazione semi-

logaritmica tra i tempi di ritenzione corretti (t′Ri) delle n-paraffine e il loro numero 

di atomi di carbonio (Cn), come espresso nell’equazione 3.17 dove a e b sono 

costanti di proporzionalità: 

𝑙𝑜𝑔𝑡𝑅
′ = 𝑎 𝐶𝑛 + 𝑏  Eq. 4.17 

Ogni analita viene referenziato in base alla sua posizione tra le due n-paraffine che 

delimitano il suo tempo di ritenzione. Il calcolo dell’indice si basa su 

un’interpolazione lineare della lunghezza della catena carboniosa delle due 

paraffine delimitanti. Nella definizione originale, l’indice di ritenzione di una 

sostanza specifica veniva calcolato utilizzando solo n-paraffine con un numero pari 

di atomi di carbonio come riferimenti, come rappresentato nella seguente 

equazione: 

𝐼𝑠
𝑠𝑡.𝑝ℎ.(𝑇) = 100 [ 𝑧 + (

log 𝑥𝑆− 𝑙𝑜𝑔𝑥𝑧

𝑙𝑜𝑔𝑥(𝑧+1)−𝑙𝑜𝑔𝑥𝑧
)]  Eq. 4.18 

dove I è l’indice di ritenzione isotermico alla temperatura T, s è il composto di 

interesse, st.ph. è la fase stazionaria, e x rappresenta il tempo di ritenzione utilizzato 

per il calcolo, mentre z e z + 1 sono n-alcani con rispettivamente z e z + 1 atomi di 

carbonio. Per definizione, l’indice di ritenzione delle n-paraffine è uguale a 100 

volte il loro numero di atomi di carbonio per qualsiasi fase stazionaria e a qualsiasi 

temperatura della colonna; ad esempio, n-C8 ha un indice di 800. Inizialmente, si 

preferiva l’uso delle n-paraffine con numero pari di atomi di carbonio, ipotizzando 
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la possibile esistenza di un’oscillazione nelle proprietà cromatografiche dei numeri 

successivi nella serie completa delle n-paraffine. Successivamente, si è confermato 

sperimentalmente che tale ipotesi era errata, e Kováts ha ridefinito l’equazione 

fondamentale proposta in precedenza: 

𝐼𝑠
𝑠𝑡.𝑝ℎ.(𝑇) = 100 [𝑧 + (

𝑙𝑜𝑔𝑥𝑠−𝑙𝑜𝑔𝑥𝑧

𝑙𝑜𝑔𝑥(𝑧+1)−𝑙𝑜𝑔𝑥𝑧
)]  Eq. 4.19 

Nell’equazione proposta da Kováts, gli indici di ritenzione si riferiscono a dati 

ottenuti in condizioni di eluizione isotermica, mentre in condizioni di temperatura 

programmata, la serie delle n-paraffine eluisce in modo lineare. In questo caso, a 

ogni picco successivo viene aggiunto un incremento costante al tempo di ritenzione 

del suo predecessore, anziché un incremento non lineare, come si potrebbe 

osservare in condizioni isotermiche. L’equazione 4.20 esprime una relazione simile 

tra i tempi di ritenzione a temperatura programmata delle n-paraffine e il loro 

numero di atomi di carbonio (Cn): 

𝑙𝑜𝑔𝑡𝑅
𝑇 = 𝑎′𝐶𝑛 + 𝑏′  Eq. 4.20 

dove a’ e b’ sono costanti che dipendono dalla fase stazionaria e dalla natura del 

gruppo chimico legato alla catena alchilica. Il calcolo dell’indice di ritenzione in 

condizioni di temperatura programmata si basa sull’equazione 4.21 proposta da van 

den Dool e Kratz [42], che non utilizza la forma logaritmica. Gli indici calcolati con 

questa equazione sono comunemente denominati indici di ritenzione lineare (LRI, 

linear retention index): 

𝐼(𝑇) = 100𝑛 + (100
𝑡𝑅(𝑖)− 𝑡𝑅(𝑧)

𝑡𝑅(𝑧+1)−𝑡𝑅(𝑧)
  Eq. 4.21 
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dove n rappresenta la differenza nel numero di atomi di carbonio delle due n-

paraffine che delimitano il tempo di ritenzione di un soluto. Nella figura 4.11 è 

riportato un confronto di cromatogrammi relativi all’analisi di una serie omologa di 

alcani C7-C30 e un campione reale contenente il composto di interesse (i). Gli indici 

di ritenzione calcolati in condizioni isotermiche e a temperatura programmata 

presentano valori simili, ma non identici. È importante, per la riproducibilità degli 

indici di ritenzione, che lo spessore del film della fase stazionaria, la velocità del 

gas carrier e la programmazione della temperatura siano standardizzati. Infatti, è 

possibile che i valori di LRI varino in funzione della velocità di temperatura 

applicata e della temperatura iniziale. Nei database e nelle librerie commerciali, è 

possibile trovare diversi tipi di LRI. I valori di LRI più utilizzati sono calcolati su 

fasi stazionarie non polari o semi-polari rispetto a serie omologhe di n-alcani. 

 

Figura 4.11 Sistema in cui il tempo di ritenzione di un composto (Ri) è correlato 

alla miscela standard di riferimento di alcani C7-C30. 

Grazie alla stabilità di questo tipo di fase stazionaria e alla sua intensa interazione 

con gli idrocarburi, questa combinazione fornisce i valori di LRI più stabili. Nel 

campo della lipidomica, vengono applicate colonne altamente polari per una 

migliore separazione dei FAMEs. Sebbene in alcuni database commerciali si 
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possano trovare valori di LRI calcolati su colonne polari rispetto a n-alcani, è ben 

noto che, a causa della scarsa solubilità degli alcani in questo tipo di fase 

stazionaria, si può osservare un comportamento fluttuante nei valori di LRI. 

Considerando questo fatto, invece degli n-alcani possono essere utilizzate altre serie 

omologhe, come i FAMEs C4-C24 (Merck Life Science) o gli esteri etilici degli 

acidi grassi C4-C24 (FAEEs) (Merck Life Science). Nell’analisi lipidomica, la serie 

omologa dei FAMEs C4-C24 è particolarmente utilizzata, risultando in valori di 

LRI più stabili su colonne polari rispetto all’uso degli n-alcani. È importante notare 

che la stabilità delle fasi stazionarie polari è molto inferiore rispetto alle fasi non 

polari o semi-polari. Pertanto, con l’invecchiamento della colonna, si possono 

osservare variazioni significative di ± 10 unità LRI nei valori calcolati nel caso dei 

FAMEs. 

4.2.2 Analisi HPLC dei lipidi  

La cromatografia liquida (LC) è una tecnica analitica ben nota, utilizzata anche 

nel campo della lipidomica per la sua buona riproducibilità e l’elevato potere 

risolutivo. In particolare, l’HPLC ha guadagnato popolarità nell’analisi lipidomica 

grazie alla sua alta efficienza e selettività [21]. In cromatografia liquida, la 

separazione si basa sulla distribuzione selettiva degli analiti tra una fase mobile 

liquida e una fase stazionaria. Pertanto, è possibile analizzare un’ampia gamma di 

composti con vari pesi molecolari, da centinaia a centinaia di migliaia di Dalton.  

Le moderne tecniche LC si sviluppano a partire dalle ricerche scientifiche di 

Martin e Synge [43], che hanno realizzato che per migliorare le prestazioni del 

sistema LC era necessario impiegare particelle molto piccole per la fase stazionaria 

e un’elevata pressione per la fase mobile. Secondo la formulazione di van Deemter 
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(Eq. 4.15), è possibile valutare che esiste un flusso ottimale per il quale sia i termini 

B che C risultano minimizzati. Questo corrisponde al minimo della curva che 

traccia H contro la velocità lineare (u) della fase mobile (Figura 4.12). 

 

Figura 4.12 Grafico tipico di Van Deemter. 

Dall’equazione di Van Deemter, risultava chiaro che la riduzione sia del diametro 

delle particelle (dp) che dello spessore della fase stazionaria (df) avrebbe ridotto H, 

poiché sia il termine A che C sono legati a questi parametri. Questa teoria è stata 

prontamente applicata alla LC, portando allo sviluppo di materiali di impaccamento 

per colonne ad alte prestazioni per LC, sostituendo il materiale poroso 

convenzionale di 30-200 μm con particelle inferiori ai 10 μm. La nascita della LC 

moderna è comunemente attribuita a Horvath, che nel 1966 riempì una colonna con 

un diametro interno (ID) di 1 mm con tali particelle μ-porose [44]. A seconda della 

lunghezza della colonna, dell’ID e della dimensione delle particelle, la fase mobile 

veniva spinta nella colonna a diversi tassi di flusso, nell’intervallo di μL-mL min-1, 

con pressioni relativamente elevate. Di conseguenza, nacque la tecnica HPLC e 

attualmente ogni applicazione LC può essere considerata un’applicazione HPLC.  
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L’approccio LC offre una vasta gamma di meccanismi di separazione 

caratterizzati da diverse selettività. La cromatografia di partizione (PC) è costituita 

da un sottile film liquido che ricopre un supporto solido e funge da fase stazionaria. 

La separazione si basa sulla differenza nella distribuzione di equilibrio dei soluti tra 

la fase stazionaria liquida e la fase mobile. Se la fase stazionaria è legata 

chimicamente a un supporto, il meccanismo di separazione è definito cromatografia 

a fase legata (BPC). Storicamente, nelle prime applicazioni venivano utilizzate fasi 

stazionarie contenenti resine di silice o allumina non modificate, mentre le fasi 

mobili erano solventi apolari o a bassa polarità. In questa tecnica, la fase stazionaria 

è più polare della fase mobile e l’esperimento è definito cromatografia a fase 

normale LC (NP-LC). Nel campo della lipidomica, la NP-LC è un metodo utilizzato 

per la separazione dei fosfolipidi (PL) in classi [45]. La NP-LC è utilizzata per la 

separazione preparativa dei PL [46], della ceramide [47], e dell’etil estere degli 

acidi docosaesaenoico (DHA) e docosapentaenoico (DPA) [48]. Questa tecnica può 

essere utilizzata anche per la separazione degli enantiomeri dei diacilgliceroli 

(DAGs) sotto forma di derivati diastereomerici e per la separazione dei lipidi non 

polari [49]. La fase stazionaria nella NP-LC è spesso impregnata con AgNO3. 

Queste fasi sono utilizzate anche per la separazione dei composti lipidici aventi lo 

stesso numero e configurazione dei doppi legami [21]. L’uso di una fase stazionaria 

idrofobica può essere considerato l’opposto, o il contrario, della cromatografia 

liquida normale (NP-LC), da cui il termine cromatografia liquida in fase inversa 

(RP-LC). La tecnica RP-LC ha guadagnato grande popolarità ed è oggi utilizzata in 

oltre l’80% delle applicazioni di cromatografia liquida. Infatti, l’uso di solventi 

acquosi ha permesso l’analisi HPLC dei campioni biologici. Nell’analisi dei lipidi, 

la RP-LC è stata ampiamente utilizzata per la separazione dei lipidi complessi. I 
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lipidi più idrofobici, per esempio i TAGs, sono più fortemente trattenuti sulla fase 

stazionaria e vengono eluiti dalla colonna più tardi rispetto ai lipidi più polari. 

L’ordine di eluzione nella RP-LC dipende non solo dalla lunghezza della catena di 

carbonio, ma anche dal grado di insaturazione dei residui acilici dei lipidi analizzati. 

Il tempo di ritenzione aumenta con il numero dei doppi legami nella catena 

carboniosa. Nella RP-LC, le lunghezze di catena equivalenti (ECL) caratterizzano 

l’ordine di eluzione per i composti lipidici. Ad esempio, un composto lipidico 

costituito da N atomi di carbonio e contenente nella molecola n doppi legami ha un 

valore di ECL calcolato sulla base della seguente relazione: 

𝐸𝐶𝐿 = 𝑛 − 2𝑛  Eq. 4.22 

Ad esempio, i valori ECL di un PL contenente un acido grasso C16:0 e di un PL 

con un acido grasso C18:1 saranno entrambi 16. Questo significa che con l’aumento 

dell’ECL, aumenta la forza di ritenzione dell’acido grasso. In generale, il grado di 

idrofobicità dei composti lipidici è comunemente identificato dal numero di 

partizione (PN), dato dalla somma del numero totale di carbonio (CN) meno il 

doppio del numero dei doppi legami (DB) nella catena acilica [38, 50]: 

𝑃𝑁 = 𝐶𝑁 − 2𝐷𝐵  Eq. 4.23 

Altra tecnica di separazione comunemente utilizzata nell’analisi dei lipidi è la 

cromatografia a interazione idrofila (HILIC). L’HILIC è più frequentemente 

utilizzata per l’analisi dei PL rispetto alla NP-LC. L’HILIC consente l’analisi e la 

separazione di sostanze altamente idrofile e anfifiliche che sono solitamente 

scarsamente trattenute sulla fase stazionaria nella RP-LC, mentre sono fortemente 

trattenute nelle fasi mobili non acquose utilizzate nella NP-LC, o non sono 
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sufficientemente solubili in esse. Inoltre, l’analisi HILIC rappresenta un’alternativa 

valida alla NP-LC perché richiede l’uso di fasi mobili compatibili con 

l’electrospray ionisation (ESI)-MS, tecnica di ionizzazione che verrà descritta nel 

prossimo capitolo. Questo approccio non è consentito con la NP-LC a causa della 

bassa polarità e della costante dielettrica delle fasi mobili comunemente utilizzate 

[51].  

Le separazioni HPLC effettuate utilizzando fasi stazionarie costituite da un 

supporto solido con gruppi funzionali anionici (ad es., –SO3–) o cationici (ad es., –

N(CH3)3+) covalentemente attaccati è definita cromatografia a scambio ionico 

(IEC). La separazione IEC si basa su interazioni ioniche (o elettrostatiche) tra analiti 

ionici e polari, ioni presenti nell’eluente gruppi funzionali ionici fissati al supporto 

cromatografico. La separazione dei lipidi mediante IEC si basa sui gruppi ionici 

presenti nella molecola, sebbene anche altri gruppi, come i gruppi ossidrilici, 

esercitino un’influenza. I composti lipidici vengono separati su diversi materiali a 

scambio ionico: cellulosa di dietilaminoetile (DEAE), cellulosa di trietilaminoetile 

(TEAE) o resine a scambio ionico. Il DEAE è il più frequentemente utilizzato per 

separare le classi di lipidi [52]. 

La cromatografia a esclusione dimensionale o a permeazione del gel (SEC) 

utilizza gel porosi come fasi stazionarie e la separazione è dovuta alle differenze 

nella dimensione dei soluti. I soluti di grandi dimensioni non riescono a penetrare 

nella fase stazionaria porosa e passano rapidamente attraverso la colonna; i soluti 

più piccoli entrano nella fase stazionaria porosa, aumentando il tempo trascorso 

sulla colonna. La tecnica SEC, nota anche come cromatografia per filtrazione su 

gel, è in grado di separare e rilevare le lipoproteine fornendo una composizione 



 

 

Capitolo 4. Analisi lipidomica 

Dottorato di Ricerca in Scienze Chimiche  195 
 

lipidica dettagliata delle particelle di lipoproteina separate in base alla loro 

dimensione [53]. 

Infine, la cromatografia per affinità (AC) rappresenta un meccanismo di 

separazione alternativo ed è uno degli strumenti più efficienti utilizzati per la 

purificazione delle biomolecole di interesse, comprese le molecole lipidiche. Si 

basa su interazioni biologiche altamente specifiche tra due molecole, come le 

interazioni tra enzima e substrato, recettore e ligando, o anticorpo e antigene. 

Deutsch et al. hanno utilizzato una fase stazionaria di dodecilamina-agarosio per 

isolare e raccogliere tutti i principali lipidi neutri e PL dal plasma [54]. 

L’iniezione del campione nella colonna è una fase importante del processo 

cromatografico LC. Specialmente nel campo della LC, è necessario introdurre un 

volume minimo di solvente affinché esso arrivi in colonna come una banda discreta. 

L’iniettore LC deve consentire il passaggio del campione liquido dalla pressione 

ambiente alla pressione presente all’ingresso della colonna, possibilmente senza 

alterare il flusso del solvente. Gli iniettori più utilizzati nella LC sono gli iniettori a 

valvola, che permettono l’iniezione del campione con notevole ripetibilità e senza 

significativi cambiamenti del flusso. Nella Figura 4.13 è mostrato lo schema di un 

iniettore a valvola. Tubi capillari in acciaio montati su un disco metallico, che ruota 

su un perno, formano un iniettore a valvola tipico. Il campione viene introdotto 

mediante una siringa in un ciclo di campionamento caratterizzato da un volume 

specifico. Al termine del processo di carico, la valvola viene ruotata, così il ciclo 

viene posto in serie con il circuito della fase mobile e il campione viene mescolato 

nella fase mobile. 
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Figura 4.13 Iniettore a valvola in posizioni di riempimento e iniezione. 

Le colonne più utilizzate per scopi analitici nella cromatografia liquida sono 

quelle con un diametro interno di 2-2,1 mm o 4-4,6 mm e una lunghezza compresa 

tra 10 e 25 cm. Le colonne LC con diametro interno ridotto permettono di rilevare 

quantità molto basse di campione, ma d’altro canto, presentano una capacità di 

carico limitata. Colonne più larghe sono generalmente utilizzate per scopi 

preparativi come riportato in Tabella 4.2. 

Tabella 4.2. Classificazione delle colonne LC in base al loro diametro interno. 

Tipo di colonna Diametro Interno (mm) 

LC preparativa > 20 

LC semi-preparativa 6-20 

LC convenzionale 3-5 

LC narrow-bore 2 

LC micro 0,5-1 

LC capillare 0,1-0,5 

Nano LC 0,01-0,1 

LC open tubular 0,005-0,05 

L’equazione di Van Deemter indica che riducendo le dimensioni delle particelle 

di una colonna LC, si può ottenere una maggiore efficienza della colonna, grazie al 
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minore contributo della diffusione di Eddy (termine A), del trasferimento di massa 

della fase mobile (termine C) e dei percorsi di diffusione longitudinale più brevi nei 

pori della fase stazionaria (termine B). Per ottenere un valore H più basso e quindi 

un numero di piastre più elevato, è generalmente preferibile utilizzare una fase di 

riempimento con particelle più piccole piuttosto che allungare la colonna. Infatti, 

una colonna più lunga aumenta il volume di ritenzione, riducendo così la 

concentrazione del picco nell’eluato e compromettendo il limite di rilevamento. Le 

particelle più piccole riducono le dimensioni della banda cromatografica. Il 

riempimento poroso delle colonne LC è costituito da pori diffusi in gel di silice. 

Questo tipo di riempimento aumenta la superficie della fase stazionaria. Gli analiti 

si spostano dalla fase mobile esterna alle particelle verso la fase mobile stagnante 

all’interno dei pori. Diffondendosi fuori dai pori, le molecole seguono percorsi 

determinati ed eluiscono lungo la colonna. Il trasferimento di massa tra l’interno e 

l’esterno delle particelle è la principale causa dell’allargamento della banda nella 

LC. Ovviamente, l’uso di particelle più piccole può ridurre questa diffusione grazie 

alla diminuzione dei percorsi degli analiti. Tuttavia, l’efficienza maggiore delle 

dimensioni delle particelle strette è controbilanciata dalla diminuzione della 

permeabilità della colonna e quindi da un rapido aumento della contropressione. 

Come riportato da Giddings nel 1991, esiste una correlazione lineare tra la caduta 

di pressione (ΔP) e la velocità lineare u nella colonna [55]: 

𝛥𝑃 =  𝛷
ή𝐿𝑢

𝑑𝑃
2   Eq. 4.24 

dove ϕ, η, L, e dP sono rispettivamente la resistenza al flusso, la viscosità della fase 

mobile, la lunghezza della colonna e il diametro delle particelle. È stato calcolato 

che utilizzando una colonna impaccata di 25 cm con particelle di 5 μm, è necessaria 
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una pressione di ingresso inferiore a 25 bar per l’analisi LC, mentre diminuendo le 

dimensioni del diametro delle particelle a 1 μm, è richiesta una pressione di ingresso 

di 2000 bar [1, 56]. Di conseguenza, le pompe, il sistema di iniezione e tutte le 

connessioni devono essere in grado di operare a pressioni molto elevate, e i 

rivelatori capaci di acquisire segnali ad elevate velocità. Nasce così la 

cromatografia liquida ad alta pressione (UPLC o UHPLC), termine coniato da 

Jorgensen nel 1997 [57] e attualmente utilizzato per indicare separazioni molto 

rapide con alta efficienza e risoluzione. Il nucleo centrale del sistema UPLC è la 

colonna impaccata con particelle sub-2 μm. Osservando il grafico di Van Deemter 

per questi tipi di colonne (Figura 4.14), è possibile evidenziare l’appiattimento della 

curva nella regione di velocità della fase mobile superiore a quella ottimale, il che 

significa che queste colonne possono operare a flussi elevati senza perdita di 

efficienza. Nella Figura 4.14 è mostrato lo stesso comportamento per altri 

riempimenti di colonne, ovvero monolitico e a nucleo fuso. Il primo è costituito da 

un unico pezzo di materiale poroso, come polimeri organici o silice, caratterizzato 

da una resistenza al flusso molto limitata rispetto a una colonna con particelle 

impaccate. 

 

Figura 4.14 Grafico di Van Deemter a diversi diametri delle particelle. 
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Normalmente, il diametro di una particella porosa è di circa 1,5-2 μm 

(macroporosità) con pori di 10-12 nm (mesoporosità), riducendo così al minimo il 

percorso di diffusione e i fenomeni di trasferimento di massa. Tuttavia, la presenza 

di tali mesopori ha reso queste colonne poco efficienti per piccole molecole, mentre 

sono ancora ampiamente impiegate per l’analisi di macromolecole, come le 

proteine [58]. Il principale svantaggio della tecnologia monolitica è la limitazione 

nella lunghezza della colonna. Infatti, una colonna monolitica più lunga di 15 cm 

non può essere preparata senza problemi, limitando così il numero teorico di piastre 

per colonna [59-60]. La generazione di un grande numero di piatti teorici richiede 

una serie di colonne collegate.  

Le particelle a nucleo fuso sono state introdotte sul mercato nel 2006 e sono 

anche conosciute come particelle parzialmente porose o a guscio. In particolare, 

come mostrato nella Figura4.15, esse possiedono un nucleo solido in silice di 1,7 

μm circondato da un sottile guscio poroso di 0,5 μm, rappresentando l’unico 

percorso di diffusione in un diametro totale delle particelle di 2,7 μm. Il chiaro 

vantaggio delle colonne a nucleo fuso rispetto a quelle con particelle sub-2 μm è la 

minore contropressione, permettendo così di operare tali fasi su strumenti LC 

convenzionali [61]. 

 

Figura 4.15 Tecnologia a nucleo fuso (a sinistra) e confronto con particelle 

completamente porose (a destra). 
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Come mostrato precedentemente nella Figura 4.15, le colonne a nucleo fuso 

mantengono il loro potere risolutivo anche a elevati flussi. Questo significa che è 

possibile utilizzare colonne più corte e flussi più elevati per ottenere separazioni ad 

alta risoluzione in tempi notevolmente rapidi. Il gel di silice è stato ampiamente 

utilizzato dagli analisti di lipidomica come fase stazionaria adsorbente in 

innumerevoli applicazioni LC, specialmente per le classi di lipidi separati secondo 

il numero e la natura dei gruppi funzionali polari (ad es. legami esterici, fosfato, 

gruppi idrossilici e amminici) nelle molecole dei lipidi. Le proprietà adsorbenti del 

gel di silice sono dovute ai gruppi silanoli, ovvero gruppi idrossilici legati al silicio, 

che sono ancorati alla superficie e possono essere liberi o legati all’idrogeno [2]. 

L’eluizione isocratica con una fase mobile di composizione costante può essere 

possibile per tipi ristretti di classi di lipidi, ma l’eluizione in gradiente, in cui la 

polarità della fase mobile viene aumentata a una velocità controllata, offre una 

maggiore versatilità [2]. Nella cromatografia in fase inversa (RP), esistono molte 

fasi stazionarie non polari, ma quelle più ampiamente impiegate e più importanti 

per l’analisi dei lipidi sono quelle costituite da idrocarburi a lunga catena, legati 

chimicamente alla superficie di silice sferica (con dimensioni delle particelle da 3 

a 10 μm). Di queste, la fase più utilizzata è quella costituita da gruppi octadecilsilici 

[2]. 

Attualmente esistono in commercio numerosi rivelatori che possono essere 

accoppiati ad un cromatografo liquido. Come regola generale, non esiste un 

rivelatore affidabile e facile da usare, sensibile a tutti i materiali e compatibile con 

tutte le fasi mobili. Per questo motivo, a seconda del tipo di analisi e dei campioni, 

è opportuno scegliere un rivelatore adeguato. I rivelatori spettrofotometrici che 

operano nella gamma UV-VIS sono probabilmente i più utilizzati per l’analisi 
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HPLC di routine. Sono disponibili tre principali tipi di rivelatori UV: il primo tipo 

contiene filtri che offrono una gamma di lunghezze d’onda fisse, mentre il secondo 

tipo offre lunghezze d’onda variabili continuamente da 190 a 380 nm con possibile 

estensione a 600 nm; il terzo e ultimo modello è il rivelatore a serie di diodi (PDA), 

che offre una gamma di lunghezze d’onda simultaneamente. Solo gli ultimi due 

sono utili per l’analisi dei lipidi. La migliore risposta è data per i composti 

contenenti doppi legami coniugati e anelli aromatici, gruppi che si trovano 

raramente nei composti lipidici. Gli acidi grassi con doppi legami coniugati sono 

occasionalmente riscontrabili; tuttavia, la rivelazione UV ha permesso 

l’identificazione di isomeri configurazionali come cis e trans, trans-dieni coniugati, 

in campioni sottoposti a idroperossidazione chimica o enzimatica. In qualsiasi 

applicazione lipidica, l’analista preferisce convertire le molecole in derivati lipidici 

che assorbono fortemente nella gamma UV. Ad esempio, gli acidi grassi sono stati 

convertiti in esteri aromatici (ad es. fenacile o naftacile) [2], i gruppi zuccherini dei 

glicolipidi sono stati benzilati e i DAG derivati dai PL sono stati esterificati con 

acidi aromatici per l’analisi LC [2]. Vi sono alcuni svantaggi nell’uso del rivelatore 

UV nell’analisi LC dei lipidi. Molti dei solventi che hanno dimostrato una buona 

efficienza nella separazione dei composti lipidici, come cloroformio, acetone, 

acetato di etile o toluene, assorbono fortemente tra 200 e 220 nm; quindi, non 

possono essere utilizzati quando il rivelatore UV è accoppiato al sistema LC. Esano, 

isopropanolo, acetonitrile, metanolo e acqua sono solventi trasparenti nella regione 

UV e devono essere utilizzati con un alto grado di purezza, poiché tracce di 

materiali interferenti, come antiossidanti o plastificanti, potrebbero disturbare 

l’analisi lipidica. Nonostante queste difficoltà, la rivelazione UV a queste lunghezze 
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d’onda basse è stata ampiamente utilizzata nell’analisi dei lipidi, e in particolare 

nella separazione di lipidi semplici e classi di PL [2]. 

Il rivelatore ELSD (evaporative light-scattering detector) può essere considerato 

universale nella sua applicabilità, anche nel campo della lipidomica. Il solvente che 

eluisce all’uscita della colonna HPLC viene evaporato in un flusso d’aria o azoto 

all’interno di una camera di riscaldamento. Il soluto viene nebulizzato e attraversa 

un fascio di luce sotto forma di minuscole gocce, che vengono riflesse e rifratte. La 

quantità di luce dispersa viene misurata, e questa è correlata alla quantità di analiti 

nell’eluente. Condizione fondamentale per l’analisi ELSD-LC è la dimensione 

uniforme dell’aerosol generato; pertanto, è necessario ottimizzare il flusso del gas 

nebulizzatore e la temperatura della camera di evaporazione per massimizzare la 

risposta del rivelatore. Ad esempio, i composti lipidici a basso peso molecolare, 

come i FAMEs, vengono parzialmente evaporati, rendendo impossibile un’analisi 

quantitativa accurata. I lipidi che presentano fluorescenza naturale sono molto rari 

e, per questo motivo, i rivelatori di fluorescenza non sono comunemente usati 

nell’analisi dei lipidi. Tuttavia, i composti lipidici possono essere rilevati con questo 

tipo di rivelatore mediante la preparazione di derivati idonei. Ad esempio, gli acidi 

grassi sono stati separati mediante RP-LC dopo derivatizzazione per formare esteri 

di antrilmetile.  

La spettrometria di massa è considerata la tecnologia più importante per la 

caratterizzazione affidabile e completa dell’intero lipidoma. In particolare, l’ampio 

uso dell’ionizzazione elettrospray (ESI) per l’analisi dei lipidi e il miglioramento 

degli spettrometri di massa hanno notevolmente aumentato le prestazioni della MS 

nell’analisi dei lipidi e rivitalizzato gli studi sui lipidi [62]. La tecnica MS sarà 

trattata in dettaglio nel Capitolo 5. 
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Capitolo 5 

Spettrometria di massa e lipidomica 

La spettrometria di massa (MS) è la tecnica analitica che utilizza i rapporti di 

massa su carica (m/z) per identificare i composti presenti all’interno di un campione 

incognito. Oggigiorno quasi tutti i lavori di ricerca in campo lipidomico prevedono 

l’utilizzo di uno spettrometro di massa per identificare il più alto numero possibile 

di specie lipidiche. La spettrometria di massa è in grado di fornire sia dati qualitativi 

che quantitativi delle specie in esame; quindi, è in grado anche di determinare 

eventuali squilibri dei lipidi all’interno dell’organismo umano causati da eventuali 

stati patologici. Ciò significa che la spettrometria di massa ha trovato applicazioni 

significative nel campo della diagnostica clinica consentendo di rivelare e 

monitorare eventuali malattie. Per esempio, la MS può identificare biomarcatori 

specifici associati a una determinata malattia, è in grado di monitorare i livelli di 

farmaci nel sangue consentendo di ottimizzare le dosi terapeutiche e prevenire 

effetti collaterali, può essere impiegata per l’identificazione accurata di agenti 

patogeni all’interno dei fluidi biologici, fondamentale per una diagnosi tempestiva 

e trattamento delle infezioni. Considerando la vasta gamma di classi dei lipidi e le 

loro strutture estremamente complesse, la spettrometria di massa rappresenta 

l’approccio analitico più affidabile in termini di alta sensibilità, specificità e 

precisione, per la caratterizzazione completa dell’intero lipidoma.  

5.1 Principi fondamentali della spettrometria di massa 

I pionieri della tecnologia MS possono essere considerati Thomson, Aston e 

Dempster per le loro ricerche in questo settore. Nel 1897, Joseph John Thomson, 

un fisico, dimostrò l’esistenza degli elettroni e misurò il loro rapporto m/z [1]. Nel 
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1919, Aston, un allievo di Thomson, realizzò uno strumento migliorando l’uso dei 

campi elettrici e magnetici per focalizzare gli ioni su una lastra fotografica utilizzata 

come rivelatore [2]. Quel dispositivo fu chiamato spettrografo di massa. 

Successivamente, Dempster costruì uno strumento con un campo magnetico 

deflettente inclinato a 180 °. Per rilevare masse diverse, lo strumento era dotato di 

un campo magnetico variabile in grado di focalizzarle su un punto del rivelatore 

[3]. Successivamente, per questo tipo di strumenti che utilizzavano un campo 

magnetico scansionante, fu coniato il termine spettrometro di massa (MS) [4]. 

L’analisi allo spettrometro di massa si svolge in tre fasi fondamentali come 

rappresentato in Figura 5.1. La prima fase è il processo di ionizzazione, che 

converte molecole o atomi in specie ioniche in fase gassosa. Questo passaggio 

richiede la rimozione o l’aggiunta di un elettrone o di protoni. L’energia in eccesso 

trasferita durante un evento di ionizzazione può rompere la molecola in frammenti 

caratteristici. Il passo successivo riguarda la separazione degli ioni molecolari e 

l’analisi dei loro frammenti carichi in base ai loro rapporti m/z. La separazione 

ionica di queste specie avviene tramite campi elettrici e/o magnetici. Nella terza e 

ultima fase, la corrente ionica dovuta agli ioni separati in base alla loro massa viene 

misurata, amplificata e mostrata sotto forma di spettrometro di massa. 

 

Figura 5.1 Concetto base dell’analisi alla spettrometria di massa. 



 

 

Capitolo 5. Spettrometria di massa e lipidomica 

Dottorato di Ricerca in Scienze Chimiche  211 
 

La formazione e la manipolazione degli ioni devono avvenire in condizioni di 

alto vuoto, poiché questi sono estremamente reattivi e presentano un’emivita breve. 

La pressione necessaria per generare e separare gli ioni viene raggiunta tramite un 

sistema di pompaggio efficiente, che consente di ottenere un vuoto di circa 10⁻³ 

Torr. Utilizzando una pompa turbomolecolare, il sistema MS può arrivare a un 

vuoto fino a 10⁻¹⁰ Torr. Questa condizione permette agli ioni di muoversi 

liberamente nello spazio senza collidere o interagire con altre specie. L’alto vuoto 

evita che le collisioni provochino frammentazioni indesiderate degli ioni molecolari 

e la formazione di specie diverse attraverso reazioni tra ioni e molecole. Tali 

processi potrebbero ridurre la sensibilità, aumentare l’ambiguità delle misurazioni 

e diminuire la risoluzione dell’intero sistema MS.  

Lo spettro MS è una rappresentazione bidimensionale in cui l’intensità del 

segnale è rappresentata sull’asse verticale e il rispettivo rapporto m/z sull’asse 

orizzontale (Figura 5.2). L’intensità di un frammento riflette direttamente 

l’abbondanza delle specie ioniche di quel determinato rapporto m/z generate 

all’interno della sorgente ionica. Il frammento con il rapporto m/z più elevato, noto 

anche come picco base, viene arbitrariamente assegnato a un’abbondanza relativa 

del 100%. Lo ione molecolare è indicato come M+•. Le intensità relative di tutti gli 

altri picchi sono espresse in percentuale rispetto al picco base. Il rapporto m/z, che 

rappresenta la proprietà fisica misurata nella spettrometria di massa è un termine 

adimensionale in cui la massa dello ione, espressa in unità di massa atomica (u), 

corrispondente a 1/12 della massa dell’isotopo più abbondante del carbonio 12 

(δ12C), sinonimo di dalton (Da), viene divisa per il numero di cariche trasportate.  
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Figura 5.2 Spettro di massa dell’acido palmitico e rappresentazioni del segnale 

dell’ione molecolare (270 m/z). 

Lo spettrometro di massa può essere utilizzato in combinazione con metodi di 

separazione cromatografica (tecniche ifenate) oppure impiegati in “solitaria” nelle 

applicazioni shotgun. Le tecniche ifenate come la gascromatografia-spettrometria 

di massa (GC-MS) o cromatografia liquida-spettrometria di massa (HPLC-MS) 

offrono una selettività elevata e la possibilità di risolvere campioni incogniti più o 

meno complessi. In questi casi, la tecnica MS funge da rivelatore cromatografico e 

il suo output deve fornire una serie di spettri di massa, ognuno idealmente 

corrispondente a un composto eluito. Secondo una recente definizione della 

IUPAC, il termine corrente ionica totale (TIC, total ion current) si riferisce alla 

somma delle correnti ioniche separate e trasportate dai diversi ioni che 

contribuiscono a uno spettro MS [5]. Pertanto, il TIC rappresenta un grafico della 

corrente ionica totale in funzione del tempo di ritenzione ottenuto da una precedente 

separazione cromatografica con rilevazione MS. Diversamente, il termine EIC o 

extracted ion chromatogram si riferisce a un cromatogramma MS in cui viene 

estratto un segnale generato da uno specifico valore di m/z selezionato in funzione 

del tempo di ritenzione [5]. Infine, il cromatogramma del picco di base (BPC) è un 

cromatogramma ottenuto tracciando i segnali dell’ione del picco di base in funzione 

del tempo di ritenzione. 
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5.1.1 Sorgenti ioniche nella spettrometria di massa 

Nella sorgente ionica, l’analita viene ionizzato in fase gassosa prima di essere 

rilevato nel sistema MS. La scelta della sorgente ionica dipende dall’applicazione, 

dall’energia interna trasferita durante il processo di ionizzazione e dalle proprietà 

chimico-fisiche del composto che deve essere ionizzato. Alcune tecniche di 

ionizzazione sono definite con il termine hard, e si basano sull’impiego di una 

elevata energia di ionizzazione tale da provocare una frammentazione intensiva 

della molecola, spesso con possibile perdita dello ione molecolare diagnostico. 

All’interno delle tecniche di ionizzazione hard rientra la ionizzazione a impatto 

elettronico (EI, electron impact), uno dei processi di ionizzazione più diffusi in GC-

MS. Le tecniche di ionizzazione soft, al contrario, sono meno distruttive e 

preservano maggiormente l’intera struttura molecolare, per cui la probabilità che lo 

ione molecolare sia preservato è elevata. Rientrano tra le tecniche soft i metodi di 

ionizzazione ESI (electrospray ionization), MALDI (matrix assisted laser 

desorption ionization), e APCI (atmospheric pressure chemical ionization). 

Tuttavia, è importante sottolineare che sia le sorgenti a impatto elettronico che 

quelle a ionizzazione chimica sono adatte solo per la ionizzazione in fase gassosa 

e, quindi, il loro uso è limitato a composti sufficientemente volatili e termicamente 

stabili. Infatti, quando si tratta di grandi molecole fragili e non volatili, come nel 

caso dei lipidi, è necessario introdurle nella sorgente ionica dopo un processo di 

nebulizzazione, utilizzando dispositivi di ionizzazione elettrospray o mediante 

ionizzazione chimica a pressione atmosferica. Una varietà delle tecniche di 

ionizzazione per la spettrometria di massa è elencata nella Tabella 5.1. 
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Tabella 5.1. Sorgenti ioniche più comuni nella spettrometria di massa. 

Sorgente Ionica Tipo di ioni 
Agente di 

ionizzazione 
Classificazione Accoppiato a 

Impatto 

elettronico 

Ioni molecolari 

volatili 

Elettroni 

energetici 
hard GC 

Ionizzazione 

chimica 

Ioni molecolari 

volatili 
ioni di un reagente soft GC 

Ionizzazione 

electrospray (ESI) 

Ioni molecolari 

non volatili 

Campo elettrico 

elevato 
soft LC 

Ionizzazione 

chimica a 

pressione 

atmosferica 

(APCI) 

Ioni molecolari 

non volatili 

Reazioni ioniche 

molecolari in fase 

gassosa generata 

da una scarica 

elettrica effetto-

corona 

soft LC, GC 

Fotoionizzazione a 

pressione 

atmosferica 

(APPI) 

Ioni molecolari 

non volatili 

Reazioni ioniche 

molecolari in fase 

gassosa generata 

da una 

fotoionizzazione 

soft LC 

5.1.2 Ionizzazione elettronica in lipidomica 

Dempster introdusse l’impatto elettronico nel 1921 per misurare gli isotopi del 

litio e del magnesio [6]. La Figura 5.3 illustra una rappresentazione schematica 

della sorgente EI. Questa consiste in una camera di ionizzazione in cui le molecole 

dell’analita vengono direttamente introdotte e ionizzate. Un filamento metallico 

riscaldato, tipicamente realizzato in renio o tungsteno, crea il fascio di elettroni. Gli 

elettroni ad alta energia prodotti vengono accelerati verso un anodo e collidono con 

le molecole gassose, provocandone la ionizzazione. 
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Figura 5.3 Rappresentazione schematica di una sorgente a ionizzazione elettronica. 

Ogni elettrone possiede una determinata lunghezza d’onda, se una delle 

frequenze ha un’energia corrispondente a una transizione nella molecola, può 

verificarsi un trasferimento di energia che porta a varie eccitazioni elettroniche. Se 

l’energia è sufficiente, può anche verificarsi l’espulsione di un elettrone. Gli 

elettroni non “colpiscono” le molecole. Per questo motivo, il precedente termine di 

“impatto elettronico” è stato correttamente rinominato come “ionizzazione 

elettronica”. Alla fine di questa interazione, vengono tipicamente formati ioni 

molecolari radicali positivi. Per gli ioni positivi, l’energia degli elettroni è nella 

maggior parte dei casi impostata a 70 eV. Tuttavia, durante il processo di 

ionizzazione, un’energia di 10-20 eV viene trasferita alle molecole. La conseguenza 

ovvia è che l’energia in eccesso porta a una frammentazione estesa, che può essere 

vantaggiosa poiché fornisce informazioni strutturali utili per l’interpretazione di 

analiti sconosciuti. Inoltre, poiché gli spettri di massa EI sono relativamente 

riproducibili, essi possono essere utilizzati per il riconoscimento delle molecole 

incognite. Conseguentemente, esistono in commercio delle banche dati di 

spettrometria di massa in cui sono elencati gli spettri MS di migliaia di molecole 

utili per un’identificazione rapida e affidabile dei composti. La ionizzazione 
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elettronica è la tecnica di rilevazione più importante per la maggior parte delle 

applicazioni GC dei lipidi [7]. È stata utilizzata nella determinazione degli steroli 

[8], colesterolo [9] e acidi grassi [10], sebbene siano necessarie derivatizzazioni per 

questi composti non volatili. 

5.1.3 Ionizzazione chimica dei composti lipidici 

Negli anni ‘60, la ionizzazione chimica (CI) fu introdotta come una tecnica 

valida nella spettrometria di massa per le sue caratteristiche [11]. La CI è una 

tecnica che produce ioni con poca energia in eccesso. Di conseguenza, questa 

tecnica presenta il vantaggio di generare uno spettro con poche frammentazioni, in 

cui la specie molecolare o ione molecolare viene preservata. Pertanto, la CI può 

essere considerata una tecnica complementare all’EI. Il processo di ionizzazione si 

basa su una reazione chimica tra l’analita e gli ioni di un gas reagente a bassa 

energia, che viene introdotto nella sorgente ionica in eccesso. Questo eccesso 

determina una pressione elevata nella sorgente, assicurando che un elettrone, 

entrando nella sorgente, ionizzi le molecole di gas. Reazioni complesse che 

coinvolgono il trasferimento di protoni, l’astrazione di idruri, il trasferimento di 

carica, ecc., produrranno ioni positivi e negativi della sostanza, questi ultimi 

particolarmente utili per analizzare composti altamente elettronegativi. Il gruppo di 

Dennis utilizzò il bromuro di pentafluorobenzile per la derivatizzazione degli acidi 

grassi e successivamente ha utilizzato la ionizzazione chimica negativa (NCI) per 

rilevare con successo il segnale dello ione molecolare degli acidi grassi [12]. 

5.1.4 Ionizzazione elettrospray (ESI) nell’analisi dei lipidi 

Il problema principale nell’accoppiare un cromatografo liquido ad uno 

spettrometro di massa risiedeva nell’incompatibilità tra il flusso di solvente della 
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tecnica HPLC e l’alto vuoto richiesto all’interno dello spettrometro. La necessità di 

eliminare il solvente della fase mobile all’uscita della colonna LC e ottenere ioni in 

fase gassosa analizzabili in MS ha portato allo sviluppo dell’interfaccia ESI.  

I primi tentativi, come il collegamento tramite nastro mobile, il fascio di 

particelle (PB) o l’introduzione diretta di liquidi (DLI), presentavano diverse 

limitazioni, tra cui la portata del flusso e la termolabilità di alcuni composti. I primi 

due metodi si basavano sulla vaporizzazione selettiva del solvente di eluizione 

prima che questo entrasse nella sorgente ionica, mentre l’introduzione diretta si 

basava sulla riduzione del flusso affinché potesse essere direttamente iniettato nella 

sorgente [13-14]. Oggi, le sorgenti più utilizzate, come ESI, APCI e APPI, possono 

tollerare portate di circa 1 mL min-1 senza necessità di frazionare il flusso, 

aumentando di conseguenza la sensibilità di rilevazione. L’ESI è il principale 

metodo di ionizzazione utilizzato nell’analisi dei lipidi [15]. In un sistema ESI, 

viene applicato un campo elettrico elevato per nebulizzare una soluzione che 

fuoriesce da un ago di un tubo capillare. Il campo elettrico impartisce una carica 

alle goccioline, che si accumula man mano che il solvente evapora. Le goccioline 

aumentano la loro densità di carica fino a raggiungere un livello critico. A questo 

punto, si innesca un’esplosione coulombiana, e le particelle vengono 

completamente trasformate in ioni in fase gassosa. Infine, gli ioni vengono 

focalizzati da una lente elettronica e passano attraverso uno skimmer nella sorgente 

ionica. La Figura 5.4 mostra una sorgente ESI. L’ESI produce ioni con singola 

carica positiva aggiungendo un protone [M+H]+ o un catione come lo ione sodio, 

[M+Na]+, oppure rimuovendo un protone, [M−H]−. Possono formarsi facilmente 

anche ioni con cariche multiple, come [M+2H]2+. In questo caso, si ottengono 

spettri MS con numerosi frammenti, che non devono essere confusi con gli spettri 
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classici che mostrano frammenti molecolari. L’ESI è adatto per analiti 

termicamente instabili e macromolecole.  

 

La Figura 5.4 rappresentazione schematica della sorgente ESI. 

La ionizzazione può essere eseguita sia in modalità positiva che negativa. Per la 

ionizzazione positiva, è adatto un valore di pH di circa 5, con l’aggiunta di acido 

formico e acido acetico, talvolta insieme all’acetato di ammonio. Per la 

ionizzazione negativa, è preferibile un valore di pH di circa 9, con l’aggiunta di 

ammoniaca, trietilammina e dietilammina, talvolta insieme all’acetato di ammonio. 

In effetti, è possibile ottenere sia spettri di ioni positivi che negativi, e ciascuno può 

fornire informazioni strutturali utili per particolari lipidi [7]. Nel 2003, Han e Gross 

[16] utilizzarono per la prima volta la tecnica shotgun in contesto lipidomico, in cui 

un sistema ESI-MS veniva impiegato per l’analisi diretta dei lipidi. Utilizzando 

questa tecnologia, scoprirono che le sfingomieline diminuivano nel cervello dei 

pazienti affetti da Alzheimer, mentre le ceramidi aumentavano [17]. Tuttavia, il 

fenomeno della conversione reciproca e della soppressione degli ioni tra diversi 

lipidi può portare a errori sistematici durante la rilevazione di estratti lipidici 

complessi mediante analisi shotgun ESI-MS. Ad esempio, la ionizzazione della 
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lisofosfatidilcolina (LPC) in ESI potrebbe facilmente causare la perdita del gruppo 

della colina e diventare acido lisofosfatidico (LPA) artificiale, interferendo così con 

le successive misurazioni dell’LPA [15]. Pertanto, per bypassare questi problemi, è 

necessario accoppiare un sistema HPLC con uno spettrometro di massa con 

ionizzazione ESI, combinando così il potere separativo della cromatografia liquida 

con il potere identificativo della spettrometria MS. Come riportato da Christie [7], 

l’ESI è un processo di ionizzazione piuttosto delicato ma sensibile, particolarmente 

utile per PLs e GLs complessi. 

5.1.5 Ionizzazione/fotoionizzazione chimica a pressione atmosferica per l’analisi 

dei lipidi 

Recentemente, la ionizzazione chimica a pressione atmosferica (APCI) e la 

fotoionizzazione a pressione atmosferica (APPI) sono state sviluppate e applicate 

per analisi di lipidi intatti. L’APCI si basa sulla ionizzazione chimica mediante 

reazioni di cattura di elettroni tra ioni e molecole, effettuate nella sorgente ionica 

operante a pressione atmosferica. Questa tecnica consente di generare ioni tramite 

scarica comprese tra (3-6 kV) su uno spray di solvente. I campioni ionizzati 

vengono separati dalle molecole di solvente passando attraverso una nube di gas 

prima di entrare nella regione dell’analizzatore dello spettrometro MS. L’APCI è 

principalmente applicata a composti con peso molecolare moderato fino a circa 

1500 Da e genera generalmente ioni mono-caricati. Anche con l’APCI, la 

ionizzazione può essere effettuata sia in modalità positiva che negativa. In modalità 

di ionizzazione positiva, i meccanismi predominanti sono la protonazione, la 

formazione di intermedi e il trasferimento di carica. In modalità negativa, invece, i 

meccanismi principali di formazione degli ioni sono la cattura di elettroni e 

l’adesione di anioni. Quando si utilizzano solventi acquosi, può essere necessario 
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aggiungere un additivo per garantire una ionizzazione efficiente. Con solventi non 

acquosi, gli additivi non sono necessari poiché le reazioni avvengono direttamente 

durante il processo di ionizzazione. Una rappresentazione schematica della sorgente 

APCI è rappresentata in Figura 5.5. 

 

Figura 5.5 Rappresentazione schematica della sorgente APCI. 

L’APCI viene solitamente impiegata a tassi di flusso più elevati rispetto all’ESI, 

specificamente tra 0,2 e 2 mL min-1. L’APCI produce un segnale sensibile alla 

massa e permette di ottenere limiti di rilevamento molto bassi grazie all’elevata 

efficienza delle reazioni ioniche-molecolari che avvengono sotto condizioni di 

pressione atmosferica. In tali condizioni, l’emivita degli ioni è di circa 10 ms, 

rispetto ai 10 μs ottenuti con la ionizzazione chimica a media pressione. Il 

meccanismo di ionizzazione nella sorgente APPI è molto simile a quello dell’APCI. 

La prima utilizza una lampada a scarica che emette fotoni (vedi Figura 5.6), mentre 

la seconda utilizza un ago per generare una scarica elettrica effetto-corona. Le 

lampade UV forniscono fotoni con un’energia superiore ai potenziali di 

ionizzazione degli analiti, ma inferiore a quella dei gas atmosferici e dei solventi 
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utilizzati. Questo consente di produrre selettivamente ioni dagli analiti senza 

ionizzare il solvente, riducendo così notevolmente il rumore di fondo.  

 

Figura 5.6 Rappresentazione schematica della sorgente APPI. 

L’APCI e APPI sono state spesso impiegate in numerose applicazioni per 

l’analisi dei lipidi non polari, come i trigliceridi (TAG) [7]. Pertanto, quando i lipidi 

non possono essere analizzati in ESI, specie quelli non polari, possono essere 

ionizzati in APCI o APPI, si sono rivelati particolarmente adatti a tali analisi [18-

19]. Nel 2013, Tian et al. [20] hanno confrontato queste tre tecnologie di 

ionizzazione per l’analisi del metaboloma plasmatico. L’ESI si è dimostrata molto 

sensibile nella rilevazione di glicerofosfocholine, glicerofosfoetanolamine, 

acilcarnitine, acidi biliari, solfati, ecc. L’APCI è utile per l’analisi di alcoli grassi, 

acidi grassi e acidi linoleici. L’APPI si è dimostrata particolarmente efficace nella 

rilevazione di steroidi, sfingolipidi, alcuni amminoacidi, nucleosidi e purine nel 

plasma [20]. 
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5.2 Gli analizzatori in spettrometria MS 

Un analizzatore di massa consente di separare le specie in fase gassosa prodotte 

in base al loro rapporto di m/z. Esistono diversi tipi di analizzatori di massa che 

utilizzano principi fisici differenti. Possono essere suddivisi in due grandi categorie 

basate su diverse proprietà. Gli analizzatori a scansione consentono solo agli ioni 

con un determinato rapporto m/z di passare in un dato momento. Questi includono 

spettrometri MS a settore magnetico o quadrupolari. Al contrario, gli analizzatori 

di massa come il tempo di volo (ToF, time of flyght), la trappola ionica, la risonanza 

ciclotronica ionica o l’orbitrap, permettono la trasmissione simultanea di tutti gli 

ioni su un determinato intervallo di masse. Le principali caratteristiche degli 

analizzatori di massa più comuni, tra cui il singolo quadrupolo (qMS), il triplo 

quadrupolo (QqQ-MS), la trappola ionica (IT) e il ToF-MS, saranno descritte in 

questa tesi. La gamma di masse, la velocità di scansione, la trasmissione, la 

risoluzione e la precisione della massa sono i parametri considerati nella 

valutazione delle prestazioni di un analizzatore MS. La gamma di masse determina 

il limite del rapporto m/z che l’analizzatore di massa può misurare. La velocità di 

scansione rappresenta il tempo necessario per scansionare uno specifico range di 

masse. La trasmissione è il rapporto tra il numero di ioni che raggiungono il 

rivelatore e il numero di ioni che entrano nell’analizzatore di massa. Il termine 

risoluzione di massa, o semplicemente risoluzione (R), si riferisce alla capacità di 

uno spettrometro di massa di separare due picchi spettrali di massa ravvicinati. La 

capacità di uno strumento di distinguere tra ioni che differiscono per un piccolo 

incremento nel loro valore m/z (Δ m/z) è chiamato potere risolutivo: 

𝑅 =  
𝑚

𝛥𝑚
 Eq. 5.0 
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dove Δm è la differenza minima tra due picchi separati che consente di distinguerli, 

e m è la massa del primo picco. La capacità separativa ovvero quanto lo 

spettrometro riesce a separare a valle due picchi, dipende dal tipo di analizzatore 

MS. Ad esempio, la risoluzione nei settori magnetici viene normalmente fornita 

secondo la definizione a valle al 10%, che definisce Δm come la differenza di massa 

tra due picchi risolti con una valle al 10% tra di essi. La definizione della valle al 

10% è equivalente a quella in cui Δm è definita dalla larghezza del picco al 5% 

dell’altezza del picco. Il metodo più comunemente utilizzato per misurare la 

risoluzione nei quadrupoli e nel ToF-MS si basa sulla definizione della “larghezza 

a metà altezza” (FWHM, Full Width at Half Maximum), che prende in 

considerazione la larghezza di un picco al 50% della sua altezza come misura per 

Δm (Figura 5.7).  

 

Figura 5.7 Esempi di differenti definizioni di risoluzione 

Gli strumenti a bassa risoluzione (LR, low resolution) operano con valori di R 

compresi tra 500 e 2000. L’alta risoluzione (HR, high resolution) si riferisce a 

strumenti di spettrometria di massa con valori di R superiori a 5000. La precisione 

della massa indica la deviazione della risposta dello strumento tra la massa misurata 

accuratamente e la massa esatta calcolata. Può essere espressa come precisione di 

massa assoluta, Δm/z: 
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𝛥𝑚

𝑧
=  

𝑚

𝑧𝑒𝑥𝑝
−  

𝑚

𝑧𝑐𝑎𝑙
 Eq. 5.1 

dove 𝑚/𝑧𝑒𝑥𝑝 è la massa misurata e 𝑚/𝑧𝑐𝑎𝑙 è la massa esatta calcolata. La precisione 

di massa può anche essere indicata come precisione di massa relativa (δ m/m) ed è 

calcolata come la precisione di massa assoluta divisa per la massa esatta, espressa 

in parti per milione (ppm): 

𝛿𝑚

𝑚
=

(
𝛿𝑚

𝑧
)

(
𝑚

𝑧
)

⨯ 106 Eq. 5.2 

Misurazioni precise della massa consentono di determinare la composizione 

elementare di un analita, confermando così l’identificazione di composti target o 

supportando l’identificazione di composti sconosciuti. Assumendo una precisione 

di massa infinita, dovremmo essere in grado di assegnare la formula molecolare di 

qualsiasi ione semplicemente tramite la sua massa esatta. Tuttavia, nella realtà, 

esistono delle deviazioni tra la massa accurata e quella esatta di uno ione; quindi, 

normalmente consideriamo errori dell’ordine di uno o più ppm, a seconda del tipo 

di strumento e della modalità di operazione. 

5.2.1 Spettrometri di massa a quadrupolo 

Gli strumenti a singolo quadrupolo (qMS) sono probabilmente gli spettrometri 

di massa più utilizzati nei laboratori di analisi chimiche. Nel 1953, Paul e 

Steinwegen [21] descrissero per la prima volta il principio dell’analizzatore di 

massa a singolo quadrupolo. Un quadrupolo è costituito da quattro barre metalliche 

parallele e perfettamente allineate, come illustrato nella Figura 5.8. La separazione 

di massa viene realizzata grazie al movimento vibratorio stabile degli ioni 

all’interno di un campo elettrico oscillante ad alta frequenza, generato 
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dall’applicazione di potenziali di corrente continua (DC) e radiofrequenza (RF) su 

questi elettrodi [22-24]. Le barre opposte sono elettricamente connesse in coppia. 

Le due coppie di barre hanno, in ogni momento, potenziali di uguale magnitudine 

ma di segno opposto. Gli ioni che entrano nello spazio tra le barre oscillano nelle 

direzioni x e y. L’ampiezza dell’oscillazione dipende dalla frequenza del potenziale 

applicato e dalla massa degli ioni. Uno ione positivo viene attratto da una barra 

negativa, mentre uno ione negativo viene attratto dalla barra con segno opposto. Se 

il potenziale cambia segno, lo ione cambia direzione senza collidere con la barra.  

 

Figura 5.8 Rappresentazione schematica dell’analizzatore di massa a quadrupolo. 

I sistemi a quadrupolo operano a risoluzione costante, il che significa che le 

tensioni DC e RF vengono mantenute costanti. Per una data ampiezza delle tensioni 

DC e RF, solo gli ioni con un determinato rapporto m/z riosuonano, seguendo un 

percorso stabile attraverso il quadrupolo per essere poi rilevati. Gli altri ioni 

vengono destabilizzati e colpiscono le barre [25]. Gli analizzatori a quadrupolo 

sono generalmente utilizzati a risoluzione unitaria, il che ne limita l’uso ad 

applicazioni a bassa risoluzione. La gamma di masse dipende dalle impostazioni 

delle tensioni DC e RF. Gli intervalli di m/z variano solitamente da 25 a 2000 uma. 

Com’ è comune negli analizzatori a scansione, il quadrupolo rileva un solo ione alla 

volta, il che comporta che la maggior parte degli ioni prodotti non venga rilevata, 
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riducendo così la sensibilità. Tuttavia, la sensibilità può essere aumentata 

scansionando un intervallo ristretto di m/z o operando in modalità di single ion 

monitoring (SIM), cioè, selezionando solo determinati ioni da monitorare. Grazie 

alla proprietà di scansione degli analizzatori di massa a quadrupolo, questi sono 

particolarmente adatti per sorgenti di ioni continue, come l’EI (ionizzazione 

elettronica) e l’ESI (ionizzazione elettrospray), ma non sono idonei per metodi di 

ionizzazione a impulsi. 

5.2.2 Spettrometri di massa a triplo quadrupolo 

L’obiettivo di qualsiasi analisi di spettrometria di massa è ottenere quante più 

informazioni possibili sulla struttura dell’analita di interesse. Tuttavia, a volte i 

sistemi MS non riescono a rilevare correttamente gli analiti, sia perché la tecnica di 

ionizzazione utilizzata produce relativamente pochi frammenti diagnostici della 

struttura, soprattutto in esperimenti soft, sia perché la frammentazione viene 

soppressa dalla presenza di altri composti introdotti nella sorgente di ioni, oppure 

perché i segnali vengono oscurati da altri ioni generati dalla matrice durante il 

processo di ionizzazione. Per rispondere a queste sfide, è emersa una forte esigenza 

di sviluppare nuove tecniche in grado di superare questi problemi e fornire 

informazioni dettagliate sulla struttura molecolare, portando così allo sviluppo della 

spettrometria di massa tandem. Il termine “spettrometria di massa tandem” 

(MS/MS), o più semplicemente “tandem MS”, si riferisce a un insieme di metodi 

in cui un determinato ione è sottoposto a ulteriori frammentazioni mediante un gas 

di collisione o semplicemente CID gas (collision induced dissociation) e 

successivamente rilevato in una seconda dimensione MS [26]. L’elevata selettività 
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della spettrometria MS/MS offre una capacità avanzata di identificazione, 

discriminando non solo composti non isobarici, ma anche quelli isobarici. [27]  

 

Figura 5.9 Rappresentazione schematica dell’analizzatore di massa a triplo 

quadrupolo. 

Lo spettrometro di massa a triplo quadrupolo è ampiamente utilizzato 

nell’analisi targeted dei lipidi [15]. Uno schema semplice di questo analizzatore 

ibrido è mostrato nella Figura 5.10. Mentre Q1 e Q3 funzionano come veri e propri 

quadrupoli, filtrando gli ioni in base alla combinazione dei potenziali RF e DC, q2 

funge quasi da trappola ionica, dove viene applicato solo un potenziale RF per 

bloccare gli ioni. Se sia Q1 che Q3 operano in modalità SIM (Single Ion 

Monitoring), selezionando rispettivamente uno ione precursore o “genitore” e uno 

ione prodotto o “figlio”, si ottiene la massima selettività e sensibilità nella 

cosiddetta modalità di SRM (selected reaction monitoring) oppure MRM (multiple 

reaction monitoring). Se è necessario monitorare più componenti caratterizzati da 

un comportamento di frammentazione similare, si può adottare la modalità NLS 

(neutral loss scan), che consiste nel monitorare la perdita di una molecola neutra, 

come l’acqua o l’anidride carbonica, durante la frammentazione; solo le transizioni 

caratterizzate da una differenza specifica tra ione precursore e prodotto risulteranno 
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in un picco nel cromatogramma. Inoltre, per migliorare l’interpretazione strutturale, 

è possibile ottenere lo spettro completo di uno ione precursore in modalità PIS 

(precursor ion scan), così come la modalità di scansione dello ione precursore è 

adatta a confermare l’identificazione di un componente fornendo per un prodotto 

selezionato il possibile precursore. La Figura 5.10 mostra tutte le modalità operative 

di uno strumento QqQ-MS [28]. 

Si ritiene che, insieme allo sviluppo rapido della MS, in particolare con 

l’evoluzione degli analizzatori di massa e le loro ulteriori applicazioni nell’analisi 

dei lipidi, verranno identificati e chiariti nuovi lipidi funzionali, che potranno essere 

utilizzati come biomarcatori e target terapeutici [15]. 

 

Figura 5.10 Modalità di funzionamento in QqQ-MS. 

5.2.3 Spettrometri di massa a trappola ionica 

Nel caso della trappola ionica, il principio di funzionamento è diverso rispetto al 

quadrupolo. Gli ioni sono intrappolati all’interno della trappola e vengono espulsi 
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in base alla loro massa per ottenere lo spettro MS. Mentre gli ioni si respingono l’un 

l’altro all’interno della trappola, le loro traiettorie tendono ad espandersi nel tempo. 

Per evitare la perdita di ioni a causa di questa espansione, è necessario adottare 

misure per ridurre la traiettoria. Questo viene ottenuto mantenendo all’interno della 

trappola una pressione di elio o argon, che rimuove l’energia in eccesso dagli ioni 

tramite collisione. La trappola ionica è composta da due elettrodi iperbolici che 

fungono da estremità e da un elettrodo ad anello (Figura 5.11). Gli elettrodi 

all’estremità sono elettricamente connessi e i potenziali DC e RF vengono applicati 

tra questi e l’elettrodo ad anello [29-30]. 

 

Figura 5.11 Rappresentazione schematica dell'analizzatore di massa a trappola 

ionica. 

Oltre all’esperimento a scansione completa, l’analizzatore a trappola ionica è 

anche in grado di eseguire esperimenti di spettrometria di massa tandem (MS/MS). 

È infatti possibile selezionare un particolare ione precursore, che viene poi 

frammentato e analizzato. Il gas CID, come l’elio o l’argon, forniscono l’energia 

necessaria per ulteriori frammentazioni. 
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5.2.4 Spettrometri a tempo di volo (ToF) 

Il concetto di analizzatori a tempo di volo o semplicemente ToF-MS è stato 

descritto per la prima volta da Stephens nel 1946 [31]. Successivamente, nel 1955, 

Wiley e McLaren pubblicarono il design di uno spettrometro di massa ToF-MS, che 

divenne poi il primo strumento commerciale [32]. Una rappresentazione 

schematizzata di uno spettrometro TOF-MS è riportata nella Figura 5.12. 

 

Figura 5.12 Rappresentazione schematica di uno spettrometro di massa ToF 

lineare. 

Gli ioni vengono espulsi dalla sorgente in “pacchetti” mediante l’applicazione 

di potenziali elettrici su delle lenti di messa a fuoco della sorgente. 

Successivamente, questi ioni vengono accelerati verso il tubo di volo attraverso una 

differenza di potenziale applicata tra un elettrodo e la griglia di estrazione. Quando 

gli ioni lasciano la regione di accelerazione, essi possiedono le stesse cariche e 

idealmente, le stesse energie cinetiche. Successivamente, entrano in una regione 

priva di campo elettrico dove vengono separati in base alle loro velocità e 

raggiungono il rilevatore posizionato all’altra estremità del tubo di volo. A 

condizione che tutti gli ioni inizino il loro percorso nello stesso momento, o almeno 

entro un intervallo di tempo molto breve, quelli più leggeri raggiungeranno il 

rilevatore prima di quelli più pesanti. Un sistema strumentale in cui gli ioni 
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viaggiano su una linea retta viene definito ToF-MS lineare. La differenza di tempo 

tra il segnale dell’impulso iniziale e il momento in cui uno ione raggiunge il 

rilevatore rappresenta il tempo di volo, che può essere espresso mediante 

l’equazione: 

𝑡𝑇𝑂𝐹 =  
𝐿

𝑣
 = 𝐿√

𝑚

2𝑞𝑈𝑎
∝ √

𝑚

𝑧
 Eq. 5.3 

dove L è la lunghezza della regione priva di campo, ʋ è la velocità dell’ione dopo 

l’accelerazione, m è la massa dell’ione, q è la carica dell’ione, Ua rappresenta la 

differenza di potenziale elettrico di accelerazione e z lo stato di carica. Questa 

equazione mostra che, maggiore è la massa di uno ione, più lento sarà il suo arrivo 

al rilevatore. In linea di principio, la gamma di masse di un analizzatore ToF non 

ha limiti, il che lo rende particolarmente adatto per l’analisi di molecole di grandi 

dimensioni, fino a 300 kDa [33]. Un altro vantaggio di questi strumenti è la loro 

elevata efficienza di trasmissione, che porta a una sensibilità molto alta rispetto agli 

analizzatori a quadrupolo. Questo è dovuto al fatto che tutte le gamme di masse 

vengono analizzate simultaneamente, a differenza degli analizzatori a scansione, 

dove gli ioni vengono trasmessi successivamente su una scala temporale. 

L’analizzatore ToF-MS è molto veloce e uno spettro su un’ampia gamma di masse 

può essere ottenuto in un intervallo di tempo dell’ordine dei microsecondi. Poiché 

la risoluzione di massa è proporzionale al tempo di volo e al percorso di volo, una 

soluzione per aumentare la risoluzione di questi analizzatori è quella di allungare il 

tubo di volo. Tuttavia, un tubo di volo eccessivamente lungo può ridurre le 

prestazioni degli analizzatori ToF-MS a causa della perdita di ioni dovuta alla 

dispersione dopo collisioni con molecole di gas o alla dispersione angolare del 

fascio ionico. È anche possibile aumentare il tempo di volo riducendo la tensione 
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di accelerazione, ma una tensione più bassa riduce la sensibilità. Per migliorare la 

risoluzione di massa degli strumenti ToF-MS, è stato introdotto il reflectron 

elettrostatico. Proposto per la prima volta da Mamyrin [34], il reflectron crea un 

campo di ritardo che agisce come uno specchio ionico, deviando gli ioni e 

rimandandoli indietro attraverso il tubo di volo. Il termine analizzatore ToF-MS a 

reflectron (R-ToF) viene utilizzato per differenziarlo dall’analizzatore ToF-MS 

lineare (L-ToF). Come illustrato nella Figura 5.14, il reflectron è posizionato dietro 

la regione priva di campo, opposto alla sorgente ionica, mentre il rivelatore è 

collocato sul lato della sorgente dello specchio ionico per catturare l’arrivo degli 

ioni dopo che sono stati riflessi. Il reflectron corregge la dispersione dell’energia 

cinetica degli ioni che lasciano la sorgente con lo stesso rapporto m/z. Di 

conseguenza, gli ioni con maggiore energia cinetica e, quindi, maggiore velocità 

penetreranno più in profondità nel reflectron rispetto agli ioni con minore energia 

cinetica. In tal modo, gli ioni più veloci trascorrono più tempo nel reflectron, 

raggiungendo il rivelatore nello stesso momento degli ioni più lenti. Sebbene il 

reflectron aumenti il percorso di volo senza ampliare le dimensioni dello 

spettrometro di massa, il vantaggio di un incremento nella risoluzione di massa 

viene compensato da una riduzione della sensibilità e dalla limitazione della gamma 

di masse rilevabili. 

La scelta di operare con strumenti ToF-MS in modalità lineare o con reflectron 

dipende fortemente dalle specie ioniche da rilevare. Con lo sviluppo della 

spettrometria MS tandem, nascono gli spettrometri ibridi come il Q-ToF-MS che 

combina il quadrupolo (e la cella di collisione) con un analizzatore ToF-MS, 

permettendo un’analisi ad alta risoluzione e alta accuratezza di massa per tutti gli 

ioni simultaneamente. I sistemi Q-ToF-MS vengono solitamente utilizzati per 
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l’analisi lipidica untargeted, che rileva molti metaboliti contemporaneamente ed è 

estremamente utile per individuare i disturbi metabolici [15]. 

 

Figura 5.14 Rappresentazione schematica di uno spettrometro di massa a tempo di 

volo con riflettore (R-ToF). 
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Capitolo 6 

Estrazione di oli dai semi di cactus tramite fluidi supercritici. 

6.1 Introduzione 

L’Opuntia è un genere di pianta appartenente alla famiglia delle Cactaceae, che 

conta circa 1800 specie. Tra queste, circa 1400 appartengono al genere Opuntia e 

sono diffuse principalmente nei paesi del Mediterraneo, Messico, Europa [1]. Le 

specie Opuntia ficus-indica L. (OFI) e Opuntia dillenii (OD) sono le più utilizzate 

per il consumo umano. Nella medicina tradizionale di molti paesi, queste piante 

vengono impiegate per il trattamento di diverse patologie e disturbi, tra cui la 

pertosse e l’infiammazione degli occhi, oltre che come agenti antiulcera e 

antidiarroici [2]. La specie, comunemente nota come fico d’India, viene coltivata in 

molte zone dello Yemen, dove trova impiego come alimento, mangime e in prodotti 

trasformati come succhi, marmellate e cosmetici, rendendo questa pianta 

estremamente vantaggiosa anche dal punto di vista economico [3-4]. I frutti del fico 

d’India contengono circa il 9-10% dei semi [5], che a loro volta contengono tra il 

5% e il 16% di olio [3, 6]. Diversi studi hanno analizzato la composizione lipidica 

in termini di acidi grassi presenti nell’olio dei semi della specie OFI, che risulta 

particolarmente ricco di acidi grassi insaturi (80-88%), come l’acido linoleico 

(C18:2ω6) (49,3-78,8 %), l’acido oleico (C18:1ω9) (12,8-25,3 %), l’acido 

vaccenico (C18:1ω7) (4,3-6,3%) e l’acido α-linolenico (C18:3ω3) (0,23-1,1 %). Gli 

acidi grassi saturi principali sono l’acido palmitico (C16:0) (9,3-14,3%) e l’acido 

stearico (C18:0) (2,2-4,3%) [7-10]. Il profilo dei trigliceridi dell’olio dei semi di 

fichi d’India ha evidenziato la presenza di trilinoleina (LLL) e oleildilinoleina 

(OLL), con percentuali medie rispettivamente del 25,6 % e del 21,5 % [11]. Per 
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quanto riguarda la specie OD, si tratta di una pianta selvatica che cresce in diverse 

aree dello Yemen, in particolare nelle regioni di Taiz e Hodeida. I frutti di OD 

hanno un sapore acidulo e semi di grandi dimensioni (Figura 6.1). Alcuni abitanti 

dello Yemen preparano succhi freschi o concentrati dai frutti di OD, scartando così 

una grande quantità di semi. È stato riportato che i semi di OD contengono tra il 

6,65 % e il 13,12 % di olio [7-9], ricco di molecole bioattive, tra cui acidi grassi 

MUFAs e PUFAs. Tuttavia, solo un numero limitato di studi si è occupato di una 

caratterizzazione chimica esaustiva di questo olio. Ad oggi, l’unico studio che ha 

fornito un dettagliato profilo della composizione chimica dell’olio di OD è stato 

condotto su una specie marocchina, utilizzando una procedura di estrazione con 

solventi convenzionali [8]. D’altro canto, numerosi studi recenti hanno dimostrato 

che gli oli ottenuti dai semi di Opuntia ficus-indica e Opuntia dillenii possiedono 

un elevato valore nutrizionale e molteplici benefici per la salute, tra cui attività 

antiossidante sia in vivo [10] che in vitro [8], attività antimicrobica [12], effetti 

antidiabetici [3, 11, 13], riduzione dei lipidi [14], effetti antitumorali in vitro [15], 

nonché proprietà antinfiammatorie e antiulcerogene [10]. 

 

Figura 6.1 Frutti e semi di Opuntia ficus-indica L. e Opuntia dillenii. Riprodotto 

con il consenso di MDPI. 
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Vista la molteplicità dei benefici per la salute associati agli oli dei semi di OFI e 

OD, un processo di estrazione efficiente è fondamentale per preservarne la qualità. 

Diversi metodi di estrazione sono stati applicati ai semi di OFI e OD, tra cui 

macerazione [10], pressatura a freddo [13, 16-17], estrazione assistita da ultrasuoni 

[18] e Soxhlet [19-20]. Tuttavia, tali metodi risultano dispendiosi in termini di 

tempo, presentano rischi ambientali e possono avere implicazioni negative per la 

sicurezza degli operatori. Inoltre, possono costituire un pericolo per la salute dei 

consumatori se i solventi organici non vengono completamente rimossi. 

Recentemente, l’estrazione con fluidi supercritici (SFE, supercritical fluid 

extraction) si è affermata come un’alternativa valida per l’estrazione di oli dai semi 

dei frutti e ha attirato una notevole attenzione da parte della comunità scientifica. Il 

sistema SFE offre numerosi vantaggi quando si utilizza anidride carbonica (CO2) 

come solvente di estrazione, in quanto non è tossica, ecocompatibile e non esplosiva 

[16, 21-22]. Inoltre, l’olio può essere estratto a basse temperature e in assenza di 

ossigeno [19]. La letteratura disponibile sull’estrazione SFE dei semi di OFI e OD 

con una dettagliata caratterizzazione lipidica, particolare per quanto riguarda i 

profili dei trigliceridi e acidi grassi, è piuttosto scarsa.  

Nel presente studio, è stato messo a punto un sistema di estrazione SFE per 

produrre oli dai semi di OFI provenienti dallo Yemen e dall’Italia, così come quelli 

di OD provenienti dallo Yemen. Gli oli ottenuti con sistema SFE sono stati 

confrontati con quelli estratti tramite metodo Soxhlet. La composizione lipidica 

degli oli estratti è stata determinata tramite gascromatografia accoppiata a 

spettrometria di massa e rivelatore FID. 
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6.2 Materiali e Metodi 

6.2.1 Reagenti 

I seguenti standard analitici sono stati acquistati da Merck Life Science 

(Darmstadt, Germania): trinonanoina (C9C9C9), triundecanoina (C11C11C11), 

tritridecanoina (C13C13C13), tripentadecanoina (C15C15C15), trieptadecanoina 

(C17C17C17), trinonadecanoina (C19C19C19), e una miscela standard di FAMEs 

saturi con numero di atomi di carbonio pari da C4 a C24 (1000 µg mL-1 ciascuno 

in esano). Sono stati inoltre impiegati n-eptano, metanolo, acido acetico (reagent 

grade), idrossido di potassio (KOH), acetonitrile, metanolo, 2-propanolo (LC-MS 

grade) e n-esano (HPLC grade). 

6.2.2 Preparazione dei campioni 

In questo studio di ricerca sono state analizzate tre varietà di frutti di Opuntia: 

OFI dallo Yemen, OD dallo Yemen, e infine OFI dall’Italia (Sicilia). I semi sono 

stati separati dai frutti, asciugati naturalmente a temperatura ambiente, confezionati 

in sacchetti di plastica e conservati a 4 °C prima delle analisi. I semi essiccati sono 

stati macinati con un mulino a martelli (Mill-LM3100, Perten Instruments, Svezia). 

La polvere ottenuta ha mostrato una distribuzione granulometrica con un diametro 

compreso tra 250 e 100 µm, determinato con un setaccio orbitale (Retsch GmbH, 

Verder Scientific, Haan, Germania). 

6.2.3 Estrazione dell’olio con fluidi supercritici (SFE) 

L’estrazione con fluidi supercritici è stata effettuata utilizzando un sistema pilota 

semi-batch (Superfluidi s.r.l., Padova, Italia), come descritto in precedenza [21], 

con alcune modifiche. Per ciascuna estrazione, il cestello è stato riempito con circa 

100 g di semi macinati. I parametri operativi erano i seguenti: pressione di 300 bar, 
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flusso di CO2 di 1 L h-1, e temperature di 40 °C e 60 °C. La selezione dei parametri 

è stata basata su esperienze precedenti di SFE su altri semi [22-23]. La pressione è 

stata impostata al livello massimo consentito dal sistema. Sono state testate due 

temperature per valutare il loro effetto sulla resa. Durante ogni estrazione, l’olio 

veniva raccolto ogni 10 minuti dal separatore mentre la CO2 veniva rilasciata. Il 

tempo totale di estrazione è stato di 2 ore e 30 min. 

6.2.4 Estrazione dell’olio tramite tecnica Soxhlet 

Per l’estrazione Soxhlet è stato utilizzato n-esano per recuperare gli oli dai semi 

polverizzati. In ciascun ciclo di estrazione sono stati posti 20 g di semi di OFI o OD 

macinati in un filtro con l’aggiunta di 150 mL di n-esano. L’estrazione è durata 4 

ore. Successivamente, il solvente è stato evaporato dall’olio utilizzando un 

evaporatore rotante (LABOROTA 4000, Heidolph, Schwabach, Germania). La resa 

dell’olio è stata calcolata in base al peso secco come rapporto tra la quantità di olio 

estratto e la quantità di semi macinati utilizzati per l’estrazione: 

𝑅𝑒𝑠𝑎 % = 100 ×  
𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑜𝑙𝑖𝑜 𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡𝑡𝑜

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑖𝑛𝑖𝑧𝑖𝑎𝑙𝑒 𝑠𝑒𝑚𝑖
 

6.2.5 Analisi GC-MS e GC-FID degli acidi grassi 

I lipidi contenuti nell’olio dei semi erano convertiti in derivati FAMEs, 

analizzabili per via gascromatografica mediante una reazione di transesterificazione 

a freddo, come descritto da Ciriminna et al. [23]. In breve, 50 mg di olio di semi di 

Opuntia sono stati solubilizzati in 1 mL di n-eptano e aggiunti di 0,1 mL di una 

soluzione 2N di idrossido di potassio (KOH) in metanolo. La miscela è stata agitata 

per 5 min a temperatura ambiente. La fase superiore di eptano, contenente i derivati 
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FAMEs è stata trasferita in una vial da autocampionatore e analizzata tramite 

tecniche GC-MS e GC-FID. 

Le analisi GC-MS sono state eseguite utilizzando un gascromatografo GC-2010 

(Shimadzu, Duisburg, Germania) accoppiato a uno spettrometro di massa a singolo 

quadrupolo (QP2020, Shimadzu). La separazione degli analiti è stata effettuata 

utilizzando una colonna capillare SLB-IL60 (30 m × 0.25 mm ID × 0.20 µm df, 

(Merck Life Science) con un programma di temperatura che variava da 50 °C a 280 

°C a 3 °C min-1. L’elio è stato utilizzato come gas carrier ad una velocità costante 

di 30 cm s-1 e una pressione iniziale di 26,6 kPa. Il volume di iniezione, la 

temperatura dell’iniettore e il rapporto di split erano rispettivamente 0,2 µL, 280 °C 

e 1:100. Il rilevatore MS è stato utilizzato in modalità full scan (range di massa: 40-

550 m/z). Le temperature dell’interfaccia e della sorgente di ioni erano 

rispettivamente 250 °C e 220 °C. I dati sono stati raccolti e gestiti con il software 

GC-MS solution (versione 4.50, Shimadzu). Per l’identificazione dei derivati 

FAMEs è stato impiegato un database commerciale di spettri MS, LIPIDS ver. 1.0 

(Shimadzu). In aggiunta, la libreria di spettri di massa era corredata di indici di 

ritenzione lineare (LRI) utili per l’identificazione univoca delle specie in esame.  

Le analisi GC-FID sono state condotte utilizzando uno gascromatografo GC-

2010 (Shimadzu) dotato di un rilevatore a ionizzazione di fiamma (FID). La 

colonna GC, il programma di temperatura, il gas di trasporto, la velocità lineare e 

le condizioni di iniezione erano le stesse descritte per l’analisi GC-MS. La pressione 

iniziale era di 99,4 kPa. La temperatura del FID è stata impostata a 280 °C. I flussi 

dei gas del FID erano: 40 mL min-1 per H2, 30 mL min-1 per il make-up gas (N2) e 

400 mL min-1 per l’aria. I dati sono stati raccolti e elaborati con il software 
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LabSolution (versione 5.92, Shimadzu, Duisburg, Germania). Tutti i campioni sono 

stati analizzati in triplicato. 

6.2.6 Determinazione della composizione dei trigliceridi tramite analisi HPLC-MS 

Per l’analisi HPLC-MS, sono stati aggiunti 10 mg di C11C11C11 come standard 

interno (IS) a 20 mg di olio, e la miscela è stata disciolta in 2-propanolo fino a un 

volume finale di 1 mL. Il cromatografo liquido impiegato consisteva in un sistema 

Nexera UHPLC collegato a uno spettrometro LCMS-2020 con sorgente APCI 

(Shimadzu, Duisburg, Germania). Le separazioni sono state eseguite su una colonna 

Ascentis Express C18 da 10 cm × 2,1 mm con particelle di diametro pari a 2,7 µm 

(Merck Life Science, Darmstadt, Germania). Le fasi mobili utilizzate erano 

l’acetonitrile (A) e 2-propanolo (B), e il programma di gradiente lineare era il 

seguente: 0-52 minuti, 0-70% B, mantenuto per 3 min. La velocità di flusso era di 

0,5 mL min-1, la temperatura del forno era impostata a 35 °C e il volume di iniezione 

era di 5 µL. I parametri MS utilizzati con la sorgente APCI in modalità di 

ionizzazione positiva (+) erano i seguenti: temperature dell’interfaccia, della linea 

di desolvatazione e del blocco riscaldato impostate rispettivamente a 450 °C, 250 

°C e 300 °C; il flusso del gas nebulizzante e del gas di essiccazione (N2) era di 1,5 

L min-1 e 5 L min-1, rispettivamente; il range di acquisizione MS era tra 250 e 1200 

m/z. I dati sono stati acquisiti utilizzando il software LabSolution versione 5.95 

(Shimadzu, Duisburg, Germania) e elaborati tramite il software ChromLinear. A 

scopo qualitativo, una miscela di riferimento di TAGs con numero dispari di atomi 

di carbonio, da C9C9C9 a C19C19C19, è stata iniettata all’inizio e alla fine del lotto 

analitico per calcolare automaticamente gli LRI per tutti i picchi del campione. Il 

software ChromLinear ha permesso di abbinare gli LRI calcolati e gli spettri di 
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massa acquisiti per i singoli TAGs con il database LRI e la libreria spettrale MS, 

utilizzando una strategia di identificazione rapida a doppio filtro, simile a quella 

delle analisi GC-MS. A fini quantitativi, le aree dei picchi normalizzate (rapporto 

tra l’area del picco dell’analita e quella dello standard interno) sono state utilizzate 

per la quantificazione relativa, considerando una risposta MS piuttosto simile per 

tutti i TAGs identificati. 

6.2.7 Analisi Statistica 

Tutti i parametri relativi agli acidi grassi e ai trigliceridi sono stati analizzati 

statisticamente per rilevare differenze significative (α = 0,001) tra i campioni 

mediante un’ANOVA a una via, utilizzando il software XLSTAT. Quando 

appropriato, è stato applicato il test post-hoc HSD di Tukey per individuare quali 

gruppi differivano significativamente tra loro. Il numero di esperimenti 

indipendenti, i dettagli sulle comparazioni statistiche e i livelli di significatività 

sono indicati nelle didascalie delle rispettive figure e tabelle. 

6.3 Risultati e Discussioni 

6.3.1 Resa dell’olio dei semi di Opuntia 

La resa degli oli estratti dai semi delle tre varietà di OFI e OD dipendeva 

fortemente dal metodo di estrazione, dalla temperatura applicata durante il processo 

SFE e dalla varietà dei semi. I risultati hanno mostrato che le rese più alte sono state 

ottenute tramite l’estrazione Soxhlet: 12 ± 1,35 % per OFI dallo Yemen, 10 ± 0,89 

% per OD dallo Yemen e 11,8 ± 1,34 % per OFI dalla Sicilia, rispetto al 6,2 ± 1,27 

% e 8,3 ± 1,34 % per OFI dallo Yemen, 5,7 ± 0,96% e 7,4 ± 1,21% per OD dallo 

Yemen e 6,3 ± 0,76% e 7,7 ± 1,31% per OFI dalla Sicilia tramite estrazione SFE a 

40 °C e 60 °C, rispettivamente. Per il metodo SFE, con pressione fissa e temperature 
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variabili, la resa di estrazione è aumentata da 6,2 ± 1,27 % a 8,3 ± 1,34 % per OFI 

dallo Yemen aumentando la temperatura da 40 °C a 60 °C. In particolare, il 

campione OFI proveniente dallo Yemen ha mostrato la resa più elevata quando 

estratto sia con Soxhlet sia con SFE a 60 °C. Inoltre, per tutti i campioni, la resa è 

aumentata significativamente con l’aumento della temperatura SFE da 40 °C a 60 

°C. La scelta dei parametri del processo per l’SFE si è basata su precedenti 

esperienze di estrazione con altri semi [21, 24]. Questi risultati erano in linea con 

altri studi che utilizzavano il sistema SFE a pressione fissa e temperature variabili 

su semi di Nigella sativa [24-25] e di Swietenia mahagoni [26]. I dati sull’estrazione 

con SFE di olio di semi di OFI erano limitati in letteratura [15, 22]. In uno studio 

sull’olio di OFI tunisino, utilizzando una pressione di 180 bar, una temperatura 40 

°C e un tempo di estrazione di 135 minuti con un flusso di CO2 di 15 mL s-1, è stata 

riportata una resa del 3,4 % per la varietà spinosa e dell’1,94 % per quella senza 

spine [22]. Entrambi i risultati erano inferiori rispetto a quelli ottenuti nel presente 

studio alla stessa temperatura (40 °C). Una possibile spiegazione potrebbe risiedere 

nella differenza di pressione (180 bar contro 300 bar) o nella variabilità dei 

campioni. L’estrazione SFE dell’olio dai semi di OD è stata riportata solo da Liu et 

al. [9]; quest’ultimi hanno dimostrato che sia la temperatura che la pressione 

influenzavano la resa di estrazione. La resa aumentava fino a raggiungere un valore 

massimo intorno a 45 °C, per poi diminuire a temperature superiori, mentre 

aumentava in modo più lineare con l’aumento della pressione. Hanno ottenuto una 

resa massima del 6,65 %, nonostante l’uso di pressioni più elevate rispetto a quelle 

del presente studio. Diversi fattori sono stati segnalati come influenti sulla resa 

dell’olio, tra cui metodi di estrazione, origine geografica, periodo di raccolta dei 

campioni, maturazione del frutto e tipo di solvente [6, 22]. 
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In questo studio, la resa dell’olio ottenuta con SFE è risultata inferiore rispetto a 

quella ottenuta con Soxhlet, a causa della polarità della CO2, che è un solvente più 

adatto per il recupero dei lipidi non polari. D’altra parte, l’esano ha mostrato una 

maggiore capacità estrattiva, recuperando anche altri lipidi e composti polari oltre 

ai lipidi non polari. I risultati di questo studio sono coerenti con le precedenti 

ricerche. In questo contesto, SFE è stato applicato all’OFI da due varietà tunisine, 

quella spinosa (selvatica) e quella senza spine (coltivata). La resa risultante era 

significativamente più alta (10,32 % per la selvatica e 8,91 % per la coltivata) per 

Soxhlet rispetto a SFE (3,4 % per la spinosa e 1,94 % per la senza spine) [27]. Un 

altro studio riportava una resa del 6,5 % per l’estrazione di OFI con SFE [26–30]. 

6.3.2 Composizione degli acidi grassi 

La composizione degli acidi grassi degli oli dei semi di OFI (Opuntia ficus-

indica dallo Yemen e dalla Sicilia) e di OD (Opuntia dillenii dallo Yemen), estratti 

mediante SFE a 40 °C e 60 °C e mediante Soxhlet, è riportata nella Tabella 6.1. Il 

profilo cromatografico tipico ottenuto tramite GC-MS è rappresentato nella Figura 

6.2. È stato riportato un solo cromatogramma poiché non sono state osservate 

differenze qualitative tra i campioni analizzati. I risultati hanno indicato che gli oli 

dei semi di Opuntia OFI e OD sono caratterizzati da un alto livello di acidi grassi 

insaturi (circa 83 %). La componente principale è il C18:2ω6, che rappresenta oltre 

il 62% di tutti i campioni. Nel presente studio, il contenuto di C18:1ω9 variava da 

un minimo del 9,88 % in OFI dalla Sicilia estratto tramite SFE a 60°C, fino a un 

massimo del 13,97% in OFI dallo Yemen estratto con Soxhlet, seguito dal campione 

OFI dallo Yemen estratto con SFE a 60 °C e dal campione proveniente dalla Sicilia 

estratto con SFE a entrambe le temperature testate. Questi risultati indicano 
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chiaramente che la composizione degli acidi grassi degli oli dei semi di Opuntia 

spp., sia di OFI che di OD, non è particolarmente influenzata dal metodo di 

estrazione, ma piuttosto dalla specie botanica dei semi esaminati.  

 

Figura 6.2 Cromatogramma GC-MS degli acidi grassi nell’olio OFI dallo Yemen. 

Riprodotto con il consenso di MDPI. 

Gli acidi grassi saturi principalmente presenti nei tre campioni erano l’acido 

C16:0, che variava da un minimo dell’11,8 % in OFI dalla Sicilia e OFI dallo 

Yemen ottenuto con Soxhlet e SFE a temperature più basse, rispettivamente, fino a 

un massimo del 12,5-12,6 % nel campione dalla Sicilia e Yemen (entrambi dai semi 

di OFI) ottenuti con SFE a 40 °C e 60 °C. Per quanto riguarda gli acidi grassi minori, 

l’acido C18:3ω3 è stato quantificato in una quantità maggiore negli estratti SFE dei 

semi provenienti dallo Yemen. Questo evidenzia una buona capacità della CO2 di 

estrarre acidi grassi più polari, anche se presenti a livelli inferiori. In generale, il 

profilo qualitativo e quantitativo degli acidi grassi degli oli di semi di OFI e OD 

determinato in questo studio è coerente con la letteratura precedente [3, 29-29], che 
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ha riportato l’acido linoleico come il composto più abbondante in una percentuale 

variabile tra il 57,54 % e il 66,57 %, seguito dall’acido oleico in un range compreso 

tra il 15,2 % e il 24,3%, rappresentando così quasi l’80% del totale degli acidi grassi 

e contribuendo a un rapporto favorevole tra acidi grassi insaturi e saturi (UFA/SFA) 

superiore a quattro. 

. 
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Tabella 6.1. Composizione in acidi grassi degli oli dei semi OFI dallo Yemen e dalla Sicilia, e OD dallo Yemen estratti utilizzando i metodi 

SFE e Soxhlet. I valori quantitativi sono espressi in termini percentuali (Area %). 

Acidi grassi 

OFI Yemen OD Yemen OFI Sicilia 

SFE 40 ◦C SFE 60 ◦C Soxhlet SFE 40 ◦C SFE 60 ◦C Soxhlet SFE 40 ◦C SFE 60 ◦C Soxhlet 

C14:0 0.08 ± 0.00 b 0.09 ± 0.00 ab 0.09 ± 0.01 ab 0.09 ± 0.01 a 0.09 ± 0.01 a 0.09 ± 0.01 ab 0.09 ± 0.01 a 0.09 ± 0.01 a 0.09 ± 0.01 ab 

C16:0 11.81 ± 0.01 d 12.62 ± 0.10 a 12.35 ± 0.01 b 11.97 ± 0.01 c 12.06 ± 0.01 c 11.76 ± 0.01 d 12.52 ± 0.02 a 12.39 ± 0.02 b 11.86 ± 0.01 d 

C16:1ω7 0.67 ± 0.01 e 0.74 ± 0.00 a 0.74 ± 0.01 a 0.7 ± 0.01 bcd 0.72 ± 0.01 ab 0.69 ± 0.01 cde 0.71 ± 0.01 abc 0.68 ± 0.01 de 0.7 ± 0.01 bcd 

C16:1ω5 0.05 ±0.01 c 0.07 ± 0.01 b 0.08 ± 0.01 ab 0.04 ± 0.01 cd 0.03 ± 0.01 e 0.03 ± 0.01 de 0.08 ± 0.01 ab 0.09 ± 0.01 a 0.04 ± 0.01 cde 

C16:2ω4 0.08 ± 0.01 c 0.07 ± 0.01 e 0.07 ± 0.01 cde 0.11 ± 0.01 b 0.13 ± 0.01 a 0.13 ± 0.01 a 0.08 ± 0.01 cd 0.07 ± 0.00 de 0.11 ± 0.01 b 

C17:0 0.04 ± 0.01 bc 0.04 ± 0.01 c 0.04 ± 0.01 bc 0.05 ± 0.01 abc 0.05 ± 0.01 a 0.05 ± 0.01 a 0.05 ± 0.01 ab 0.04 ± 0.01 c 0.05 ± 0.02 ab 

C18:0 3.1 ± 0.01 e 2.69 ± 0.01 h 2.7 ± 0.01 h 3.43 ± 0.01 d 3.88 ± 0.01 b 3.91 ± 0.01 a 2.75 ± 0.01 g 2.92 ± 0.01 f 3.69 ± 0.01 c 

C18:1ω9 11.7 ± 0.01 d 13.8 ± 0.01 b 13.97 ± 0.01 a 11.22 ± 0.01 e 9.88 ± 0.01 h 10.02 ± 0.01 g 13.65 ± 0.01 c 13.82 ± 0.01 b 10.76 ± 0.01 f 

C18:1ω7 4.82 ± 0.01 f 5.41 ± 0.01 b 5.49 ± 0.01 a 4.82 ± 0.02 f 4.65 ± 0.01 g 4.83 ± 0.01 f 5.16 ± 0.01 d 5.2 ± 0.01 c 4.97 ± 0.01 e 

C18:1ω3 0.11 ± 0.01 b 0.16 ± 0.01 a 0.19 ± 0.01 a 0.1± 0.01 bc 0.06 ± 0.01 c 0.08 ± 0.01 bc 0.2 ± 0.01 a 0.19 ± 0.02 a 0.1 ± 0.01 bc 

C18:2ω6 66.09 ± 0.01 b 62.78 ± 0.04 e 62.7 ± 0.03 e 65.79 ± 0.02 c 66.59 ± 0.01 a 66.52 ± 0.02 a 63.12 ± 0.03 d 62.77 ± 0.03 e 65.83 ± 0.02 c 

C18:3ω3 0.23 ± 0.01 e 0.37 ± 0.01 b 0.28 ± 0.01 d 0.42 ± 0.01 a 0.42 ± 0.01 a 0.34 ± 0.00 c 0.39 ± 0.01 b 0.34 ± 0.01 c 0.32 ± 0.01 c 

C20:0 0.33 ± 0.01 d 0.27 ± 0.01 f 0.3 ± 0.01 e 0.34 ± 0.01 c 0.4 ± 0.01 ab 0.41 ± 0.01 a 0.29 ± 0.01 e 0.34 ± 0.02 cd 0.38 ± 0.02 b 

C20:1ω9 0.16 ± 0.01 b 0.15 ± 0.01 b 0.16 ± 0.01 b 0.16 ± 0.01 b 0.19 ± 0.01 a 0.21 ± 0.01 a 0.14 ± 0.01 b 0.14 ± 0.01 b 0.2 ± 0.01 a 

C20:1ω7 0.13 ± 0.01 d 0.17 ± 0.01 bc 0.18 ± 0.01 ab 0.14 ± 0.01 cd 0.12 ± 0.01 d 0.13 ± 0.01 d 0.17 ± 0.01 ab 0.19 ± 0.01 a 0.14 ± 0.01 d 

C22:0 0.22 ± 0.01 cd 0.16 ± 0.01 g 0.19 ± 0.01 ef 0.2± 0.01 de 0.27 ± 0.01 b 0.29 ± 0.01 a 0.18 ± 0.01 f 0.22 ± 0.01 c 0.27 ± 0.01 b 

C22:1ω7 0.25 ± 0.01 de 0.23 ± 0.01 e 0.27 ± 0.01 c 0.25 ± 0.01 d 0.27 ± 0.01 bc 0.3 ± 0.01 a 0.25 ± 0.01 d 0.29 ± 0.01 ab 0.29 ± 0.02 a 

C24:1ω9 0.06 ± 0.01 bc 0.07 ± 0.01 ab 0.06 ± 0.01 ab 0.05 ± 0.01 c 0.06 ± 0.01 bc 0.06 ± 0.01 ab 0.06 ± 0.01 bc 0.07 ± 0.02 a 0.06 ± 0.01 ab 

SFA 15.67 ± 0.38 f 15.97 ± 0.29 d 15.8 ± 0.22 e 16.15 ± 0.42 c 16.87 ± 0.11 a 16.66 ± 0.21 b 15.99 ± 0.11 d 16.15 ± 0.22 c 12.79 ± 0.11 g 
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MUFA 17.93 ± 0.97 d 20.74 ± 0.95 b 21.14 ± 0.83 a 17.49 ± 0.64 e 16.00 ± 0.62 h 16.32 ± 0.71 g 20.42 ± 0.82 c 20.67 ± 0.72 b 17.26 ± 0.82 f 

PUFA 66.4± 0.91 c 63.22 ± 0.94 f 63.06 ± 0.93 g 66.32 ± 0.93 cd 67.13 ± 0.91 a 66.99 ± 0.81 b 63.59 ± 0.83 e 63.18 ± 0.73 f 66.26 ± 0.82 d 

PUFA/SFA 4.24 ± 0.02b 3.96 ± 0.02 f 3.99 ± 0.01 e 4.11 ± 0.02 c 3.98 ± 0.01 ef 4.02 ± 0.01 d 3.98 ± 0.01 ef 3.91 ± 0.01 g 5.18 ± 0.04 a 

I valori sono presentati come medie ± DS (n = 3). Lettere diverse all'interno di una riga indicano differenze significative, a–h con p <0,01. 
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6.3.3 Analisi HPLC/MS dei lipidi intatti 

A differenza della composizione totale degli acidi grassi, i TAGs sono stati 

raramente studiati negli oli dei semi di OFI, mentre non ci sono studi riportati in 

letteratura sulla composizione dei TAG nei campioni di OD. La composizione dei 

lipidi intatti potrebbe essere influenzata anche dal metodo di estrazione, poiché la 

modalità in cui i singoli acidi grassi sono combinati nella più complessa struttura 

dei TAG influenza significativamente la polarità della molecola rispetto alla loro 

affinità con la CO2 supercritica. La Tabella 6.2 riporta l’elenco dei composti 

identificati, mentre il profilo cromatografico tipico ottenuto tramite HPLC-MS è 

illustrato nella Figura 6.3. 

 

Figura 6.3 Cromatogramma HPLC-MS degli acidi grassi nell’olio OFI dallo 

Yemen. Riprodotto con il consenso di MDPI. 

Anche in questo caso, è mostrato un unico cromatogramma poiché non sono state 

osservate differenze qualitative tra i campioni. I TAG sono eluiti secondo la loro 

crescente idrofobicità, espressa come numero di partizione (PN = CN-2DB), dove 

CN rappresenta il numero di atomi di carbonio e DB il numero dei doppi legami 

degli acidi grassi legati alla struttura del glicerolo. L’uso della strategia di 

identificazione LRI (indice di ritenzione lineare), combinata con la ricerca nella 
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libreria spettrale MS creata internamente, ha permesso l’identificazione affidabile 

di 30 TAGs, molti dei quali identificati per la prima volta negli oli dei semi di 

Opuntia spp. I risultati dell’ANOVA riportati nella Tabella 6.2 mostrano differenze 

quantitative significative per i digliceridi (DAG) e i TAG contenenti acido 

linolenico (Ln) (p < 0,01), oltre a differenze significative osservate per alcuni TAGs 

contenenti acido linoleico (L), come trilinoleina (LLL), oleil-dilinoleina (OLL) e 

dioleil-linoleina (OOL), quest’ultima coeluita parzialmente con gondoil-dilinoleina 

(GLL). In particolare, i DAG sono stati rilevati in percentuale significativamente 

più alta nel campione OD estratto mediante SFE a 60 °C, mentre i TAGs contenenti 

Ln sono stati quantificati a livelli più elevati nel campione siciliano ottenuto tramite 

SFE a 60 °C. Questi risultati sembrano contrastare con i dati del GC riguardanti la 

composizione degli acidi grassi, che hanno riportato il contenuto più elevato di Ln 

nel campione OD estratto con SFE. Tuttavia, l’analisi GC fornisce risultati sulla 

composizione totale degli acidi grassi, inclusi gli acidi grassi liberi e i 

monoacilgliceroli, non rilevati tramite il metodo HPLC utilizzato. Si può dunque 

supporre che sia OD sia OFI della Sicilia contengano una quantità soddisfacente di 

Ln, estratto in quantità maggiori tramite SFE rispetto a Soxhlet, indipendentemente 

dalla forma nativa in cui era presente nei semi (TAG, acidi grassi liberi o MAG). 

In generale, il profilo quali-quantitativo dei TAG degli oli dei semi analizzati in 

questo studio è simile alla composizione precedentemente riportata per l’olio dei 

semi di OFI proveniente dalla Tunisia ed estratto con Soxhlet usando esano, con 

LLL e OLL come principali componenti, con percentuali medie del 25,6 % e del 

21,5 % rispettivamente [30]. Le analisi di questo studio hanno mostrato un 

contenuto di LLL più elevato, vicino o superiore al 30 % in tutti i campioni, mentre 

OLL è stato contenuto in percentuali più basse, talvolta inferiori al 20 %. Tale 
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differenza nella composizione dei TAGs riflette il contenuto inferiore di acido 

oleico riscontrato nelle analisi GC. D’altra parte, è stato ottenuto un contenuto più 

elevato di dilinoleil-palmitina (LLP), paragonabile a quello di OLL (17,62-19,01 

%). Inoltre, sono stati identificati diversi TAG contenenti Ln, con percentuali 

attorno allo 0,5 %, insieme ad altri TAGs minori non presenti nel lavoro di 

Mannoubi et al., [30] che aveva riportato un contenuto notevolmente più elevato di 

un altro TAG contenente acido oleico, ossia OOL (11,40 % contro il 3,94-6,62 % 

di questo studio). 
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Tabella 6.2. Composizione TAG e DAG degli oli dei semi OFI provenienti dallo Yemen e Sicilia e OD dallo Yemen estratti utilizzando SFE e 

Soxhlet. I valori quantitativi sono espressi in termini %. 

Composti 
OFI Yemen YV2 I/S 

SFE 40 ◦C SFE 60 ◦C Soxhlet SFE 40 ◦C SFE 60 ◦C Soxhlet SFE 40 ◦C SFE 60 ◦C Soxhlet 

LL 1.44 ± 0.20 c 1.30 ± 0.10 c 1.03 ± 0.47 c 2.99 ± 0.14 b 3.62 ± 0.25 a 2.70 ± 0.20 b 1.03 ± 0.12 c 0.95 ± 0.15 c 2.51 ± 0.12 b 

OL+LP 1.18 ± 0.10 c 1.02 ± 0.10 cd 0.89 ± 0.40 cd 1.91 ± 0.16 ab 2.21 ± 0.12 a 1.66 ± 0.07 b 0.74 ± 0.12 d 0.88 ± 0.06 cd 1.60 ± 0.16 b 

LnLnLn 0.10 ± 0.02 b 0.14 ± 0.02 b 0.10 ± 0.04 b 0.56 ± 0.24 b 0.27 ± 0.04 b 0.25 ± 0.03 b 0.51 ± 0.08 b 1.23 ± 0.19 a 0.45 ± 0.07 b 

LLnLn 0.49 ± 0.07 e 0.51 ± 0.12 de 0.25 ± 0.07 e 1.60 ± 0.32 ab 1.02 ± 0.11 cd 0.60 ± 0.06 de 1.33 ± 0.16 bc 2.07 ± 0.19 a 0.41 ± 0.03 e 

LnLnP 
0.18 ± 0.03 

bcd 
0.15 ± 0.02 cd 0.14 ± 0.05 d 0.40 ± 0.34 ab 

0.36 ± 0.07 

abc 
0.44 ± 0.09 a 

0.30 ± 0.06 

abcd 
0.42 ± 0.04 a 0.34 ± 0.08 abc 

OLnLn 0.57 ± 0.10 c 0.61 ± 0.04 c 0.62 ± 0.02 c 1.02 ± 0.09 b 0.69 ± 0.04 c 0.60 ± 0.02 c 1.04 ± 0.09 b 1.33 ± 0.04 a 0.56 ± 0.07 c 

LLL 
34.08 ± 0.41a 

bcd 

31.99 ± 0.68 

bcd 

31.63 ± 0.98 

cd 

32.72 ± 1.10 

abcd 

34.34 ± 0.70 

abc 
35.24 ± 0.56 a 

31.08 ± 0.61 

de 
29.44 ± 0.92 e 

35.00 ± 1.56 

abc 

LnPPo+OL

Ln 
0.38 ± 0.07 c 0.28 ± 0.10 c 0.46 ± 0.14b c 0.31 ± 0.01 c 0.49 ± 0.03 cb 0.78 ± 0.07 ab 0.46 ± 0.18 bc 0.88 ± 0.06 a 0.52 ± 0.08 abc 

OLL 
19.36 ± 0.54 

bcd 

21.28 ± 0.10 

ab 
22.10 ± 0.88 a 

18.20 ± 0.19 

cde 
16.57 ± 0.99 e 

17.49 ± 0.38 

de 

21.17 ± 0.15 

ab 

19.82 ± 0.26 

bc 

18.47 ± 0.34 

cde 

LLP 18.80 ± 0.57 18.70 ± 0.23 17.80 ± 1.08 18.25 ± 0.46 18.77 ± 0.08 18.45 ± 1.02 19.01 ± 1.31 18.22 ± 1.11 17.62 ± 0.57 

OOL+GLL 5.29 ± 0.20 bc 6.19 ± 0.10 a 6.62 ± 0.32 a 4.63 ± 0.12 cd 3.94 ± 0.17 d 4.19 ± 0.06 d 6.05 ± 0.17 ab 6.05 ± 0.30 ab 4.51 ± 0.29 cd 

SLL+OLP 10.18 ± 0.12 9.44 ± 0.20 9.84 ± 0.35 9.46 ± 0.42 9.59 ± 0.60 10.10 ± 0.34 9.35 ± 0.26 9.85 ± 0.74 9.70 ± 0.25 

LPP 1.49 ± 0.11 1.67 ± 0.09 1.67 ± 0.19 1.46 ± 0.12 1.37 ± 0.10 1.30 ± 0.12 1.59 ± 0.31 1.75 ± 0.23 1.17 ± 0.14 

GOL+C22:1

LL 
0.57 ± 0.07 0.57 ± 0.01 0.67 ± 0.089 0.68 ± 0.13 0.49 ± 0.05 0.66 ± 0.11 0.58 ± 0.08 0.71 ± 0.07 0.71 ± 0.17 

SOL+OOP 3.45 ± 0.23 ab 3.71 ± 0.11 a 3.61 ± 0.23 a 2.89 ± 0.15 b 2.89 ± 0.23 b 3.06 ± 0.22 ab 3.38 ± 0.27 ab 3.52 ± 0.18 ab 2.91 ± 0.04 b 

SLP 1.04 ± 0.08 1.15 ± 0.14 1.14 ± 0.21 1.25 ± 0.15 1.24 ± 0.19 1.11 ± 0.16 1.00 ± 0.07 1.377 ± 0.16 0.97 ± 0.11 

C22:1OL+C

24:1LL 
0.29 ± 0.02 0.25 ± 0.06 0.21 ± 0.04 0.33 ± 0.03 0.17 ± 0.01 0.25 ± 0.09 0.29 ± 0.13 0.31 ± 0.01 0.17 ± 0.02 
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C22:1LP 0.13 ± 0.40 ab 0.12 ± 0.01 ab 0.11 ± 0.10 ab 0.06 ± 0.01 b 0.11 ± 0.02 ab 0.17 ± 0.01 a 0.14 ± 0.04 ab 0.15 ± 0.05 ab 0.21 ± 0.02 

AOL+BLL 0.60 ± 0.30 0.55 ± 0.16 0.53 ± 0.05 0.63 ± 0.10 0.79 ± 0.23 0.69 ± 0.11 0.60 ± 0.15 0.69 ± 0.19 0.63 ± 0.07 

SOO+C20:1

OP+SSL 
0.40 ± 0.30 0.37 ± 0.05 0.32 ± 0.045 0.44 ± 0.14 0.40 ± 0.16 0.43 ± 0.09 0.37 ± 0.02 0.39 ± 0.03 0.45 ± 0.13 

I valori medi con lettere diverse sono significativamente differenti, da a a-e con p < 0,01. Legenda degli acidi grassi: L = acido linoleico C18:2n6; 

O = acido oleico C18:1n9; P = acido palmitico C16:0; Ln = acido α-linolenico C18:3n3; Po = acido palmitoleico C16:1n7; S = acido stearico 

C18:0; A = acido arachico C20:0; B = acido beenico C22:0. 
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6.4 Conclusioni 

Sono state applicate le estrazioni SFE e Soxhlet per il recupero degli oli dai semi di 

OFI e OD. L’estrazione Soxhlet ha fornito rese di olio superiori rispetto alla SFE. 

Sono stati analizzati i profili degli acidi grassi. L’acido linoleico è risultato il 

composto principale, seguito da acido oleico e acido palmitico per entrambi i 

metodi di estrazione SFE e Soxhlet. La SFE ha permesso una migliore estrazione 

dell’acido α-linolenico rispetto all’estrazione Soxhlet. Sono stati identificati per la 

prima volta 30 TAGs in entrambi gli oli dei semi di OFI e OD. I principali 

componenti dei TAG erano gli stessi per l’estrazione SFE e Soxhlet. LLL era il 

TAG principale, seguito da OLL e SLL+OLP. I migliori risultati per gli oli estratti 

da OFI e OD con SFE sono stati ottenuti a 60 °C, che ha fornito una resa di olio 

maggiore, contenuti di acido linolenico superiori rispetto agli oli estratti a 40 °C. I 

risultati evidenziano chiaramente che è ancora necessaria un’analisi approfondita 

per l’ottimizzazione delle condizioni del processo SFE al fine di ottenere oli con 

una maggiore resa, profilo lipidici ad elevato contenuto di acidi grassi insature. Ciò 

permetterebbe l’applicazione della SFE come tecnologia di estrazione sostenibile 

per ottenere oli utili nella formulazione di alimenti funzionali o prodotti 

nutraceutici. 
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Capitolo 7 

Sviluppo di un metodo GC-MS/MS per l’analisi della vitamina D nel siero. 

7.1 Introduzione 

Negli ultimi anni, la determinazione dei livelli di vitamina D nel siero umano è 

diventata una pratica comune nei laboratori di diagnostica clinica grazie al ruolo 

che la vitamina D svolge nel corpo umano come la mineralizzazione ossea e 

l’assorbimento del calcio e dei fosfati [1]. Alcuni studi clinici suggeriscono che la 

carenza di vitamina D possa essere una causa possibile di infezioni persistenti e 

infiammazioni croniche, con conseguenti manifestazioni patologiche come 

stanchezza cronica, esaurimento e depressione [2–5]. I rapporti clinici indicano una 

stretta connessione tra vitamina D e malattie neurodegenerative, tra cui l’Alzheimer 

[6], la sclerosi laterale amiotrofica (SLA) e il Parkinson [7]. Recentemente, studi di 

ricerca hanno rivelato che l’assunzione di integratori a base di vitamina D 

potrebbero ridurre il rischio di infezione da SARS-CoV-2 e prevenire la malattia 

COVID-19 [8, 9]. Alla luce delle molteplici funzioni biologiche svolte dalla 

vitamina D nell’organismo umano, l’analisi della vitamina D nel siero umano è 

aumentata esponenzialmente nell’ultimo decennio [10]. 

La vitamina D comprende una classe di vitamine liposolubili: la vitamina D3 

(colecalciferolo, vit-D3) è principalmente sintetizzata nella pelle dei mammiferi a 

partire dal precursore 7-deidrossicolesterolo dopo esposizione ai raggi ultravioletti 

B (UVB) [10], mentre la vitamina D2 (ergocalciferolo, vit-D2) è prodotta a partire 

dall’ergosterolo in piante, funghi e lieviti dopo esposizione agli UVB [1]. Per 

svolgere le loro attività biologiche nell’organismo umano, vit-D3 e vit-D2 devono 

essere metabolizzate attraverso due processi di ossidazione distinti. Il primo 
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avviene nel fegato grazie all’enzima 25-idrossilasi e comporta l’ossidazione 

dell’atomo di carbonio in posizione 25, con la formazione di due forme mono-

ossidate della vitamina D, ovvero 25-idrossivitamina D3 (25-(OH) vit-D3) e 25-

idrossivitamina D2 (25-(OH) vit-D2) (struttura chimica illustrata in Figura 7.1). Tra 

questi, la 25-(OH) vit-D3 è il metabolita circolante più abbondante [11] con una 

emivita relativamente lunga nel sangue di circa 21 giorni [12], pertanto il suo valore 

varia poco in quel range [13-14]. 

 

Figura 7.1 Strutture molecolari della vitamina D3, vitamina D2 e dei loro metaboliti. 

Riprodotto con il consenso di Elsevier. 

Inoltre, i livelli di 25-(OH) vit-D2 riportati in letteratura sono generalmente 

inferiori. Per questo motivo, la 25-(OH) vit-D3 è utilizzata come biomarcatore per 

misurare lo stato nutrizionale della vitamina D nei pazienti [11]. De Luca [15] ha 

riportato una concentrazione di 27,6 ± 9,2 ng mL-1 per 25-(OH) vit-D3 nel siero di 

uomini adulti sani (età 20-40 anni), mentre i livelli di 25-(OH) vit-D2 erano di 3,9 

± 3,1 ng mL-1. Il secondo processo di ossidazione avviene nei reni e coinvolge 

l’azione dell’enzima 1α-idrossilasi. Questo percorso metabolico introduce un 

gruppo idrossile (–OH) in posizione C1 del 25-(OH) vit-D3, portando alla 

formazione della 1,25-diidrossivitamina D3 (1,25-(OH)2 vit-D3). I suoi livelli sono 

Cholecalciferol (Vit-D3) Ergocalciferol (Vit-D2)

3-epi-25-Hydroxyvitamin D3 (3-epi-25-(OH) Vit-D3) 25-Hydroxyvitamin D3 (25-(OH) Vit-D3)
25-Hydroxyvitamin D2 (25-(OH) Vit-D2)

24(R) 24, 25-Dihydroxyvitamin D3 (24, 25-(OH)2 Vit-D3) 1, 25-Dihydroxyvitamin D3 (1, 25-(OH)2 Vit-D3)
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1000 volte inferiori a quelli della 25-(OH) vit-D3 nell’organismo umano [10]. Ad 

esempio, De Luca [15] ha trovato concentrazioni di 1,25-(OH)2 vit-D3 di 34,0 ± 2,3 

pg mL-1 nel siero di uomini adulti sani (età 20-40 anni). È importante notare che 

l’emivita ematica della 1,25-(OH)2 vit-D3 è estremamente breve, circa 4 ore [10], 

pertanto la misurazione della vitamina D non include la sua valutazione [12]. 

Esistono altri percorsi metabolici della vitamina D, con oltre 50 metaboliti diversi 

riportati in letteratura [16], e quasi tutti utilizzano 25-(OH) vit-D3 come substrato 

[15]. Uno dei percorsi metabolici che ha ricevuto grande attenzione è la 24R-

idrossilazione, che porta alla formazione della 24(R), 25-diidrossivitamina D3 (24, 

25-(OH)2 vit-D3) (vedi Figura 7.1). In condizioni fisiologiche essa circola nel siero 

a concentrazioni di 1–3 ng mL-1 [17]. Un altro percorso metabolico della vitamina 

D consiste nell’epimerizzazione C3 della 25-(OH) vit-D3. Questo percorso genera 

un gruppo di metaboliti, noti come epimeri della vitamina D, che differiscono dal 

substrato primario per la configurazione stereochimica del gruppo –OH nella 

posizione C3 del carbonio. L’epimero C3 del 25-(OH) vit-D3 (3-epi-25-(OH) vit-

D3) (Figura 7.1) è l’epimero circolante più abbondante nel siero umano. Negli 

adulti, i suoi livelli sono stimati a una concentrazione mediana di 1,72 ng mL-1 

(intervallo: 0–9,01 ng mL-1) [18].  

Non esistono limiti di riferimento o soglie stabilite dalla comunità scientifica per 

il livello di vitamina D nei soggetti sani [1]. In effetti, la World Health Organization 

(WHO) raccomanda livelli sierici di vitamina D > 20 ng mL-1, espressi in termini 

di 25-(OH) vit-D [19]. Inoltre, la Fondazione Internazionale per l’Osteoporosi (IOF, 

International Osteoporosis Foundation) indica livelli sierici > 30 ng mL-1 per uno 

stato nutrizionale adeguato [20]. Infine, l’Associazione Medica Mondiale (WMA, 

World Medical Association) definisce il livello normale di vitamina D per gli 
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individui sani tra 30 e 40 ng mL-1, mentre stabilisce lo stato di carenza e 

insufficienza rispettivamente a 20 ng mL-1 e 20–30 ng mL-1 [21].  

La determinazione dei livelli della vitamina D e dei suoi metaboliti è 

particolarmente difficile poiché nel siero umano i valori sono estremamente bassi. 

Numerose tecniche analitiche sono state sviluppate negli anni per il dosaggio della 

vitamina D, tra cui i saggi immunoenzimatici (ELISA) [22], il radioimmunoassay 

(RIA) [23], i saggi chemiluminescenti [24], la gascromatografia-spettrometria di 

massa (GC–MS) [25–27], la cromatografia liquida-spettrometria di massa (HPLC-

MS) [28] o spettrometria di massa tandem (HPLC-MS/MS) [29-30]. Rispetto ai 

metodi ELISA, RIA e saggi chemiluminescenti, gli approcci basati sulla 

cromatografia forniscono misurazioni di più specie di vitamina D in una sola analisi 

grazie al loro elevato potere risolutivo. L’adeguata specificità di tali tecniche 

separative consente l’individuazione metabolica delle specie di vitamina D più 

rilevanti, inclusi metaboliti ed epimeri. I metodi HPLC-MS con ionizzazione 

chimica a pressione atmosferica (APCI) sono stati sviluppati per la determinazione 

dei metaboliti della vitamina D nel siero umano. Tuttavia, le interferenze della 

matrice hanno impedito la quantificazione accurata di alcuni metaboliti della 

vitamina D [28]. Il metodo HPLC-MS/MS è considerato il “gold standard” 

comunemente riportato in letteratura per il dosaggio della vitamina D per la sua 

specificità, sensibilità, accuratezza e ripetibilità [1]. Tra le tecniche GC, la GC–MS 

è stata ampiamente utilizzata per la separazione e la delucidazione delle strutture 

molecolari dei composti della vitamina D. Ad esempio, la GC–MS è stata impiegata 

per confermare l’identità dei metaboliti della vitamina D dopo isolamento tramite 

HPLC-Prep [31]. Sebbene la tecnica GC–MS sia stata anche utilizzata a fini 

quantitativi [25–27], non è generalmente la tecnica migliore. In base alle 
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conoscenze degli autori, esiste un solo riferimento in letteratura riguardo l’uso della 

GC–MS/MS per la valutazione dei livelli di vitamina D nel siero umano [32]. 

Questa metodologia ha permesso agli autori di misurare la  25-(OH) vit-D3, mentre 

altri metaboliti non sono stati determinati.  

Alla luce degli studi finora riportati in letteratura, abbiamo deciso di sviluppare 

una nuova tecnica analitica GC-MS/MS, rapida ed alternativa a quelle HPLC-

MS/MS già esistenti, per l’elucidazione dei composti della vitamina D e dei suoi 

metaboliti nel siero umano. Particolare attenzione è stata posta all’ottimizzazione 

delle procedure di preparazione del campione, in particolare nella selezione 

dell’agente sililante più efficace per la conversione delle specie della vitamina D in 

derivati trimetilsililici (TMS). Lo spettrometro di massa a triplo quadrupolo (QqQ-

MS) è stato utilizzato in modalità di acquisizione multiple reaction monitoring 

(MRM), consentendo di ottenere dati quantitativi altamente sensibili e specifici. 

Inoltre, sono state applicate condizioni di ionizzazione elettronica (EI) soft per i 

composti target, con l’obiettivo di aumentare l’intensità assoluta dei segnali 

cromatografici di frammenti diagnostici ad alta massa molecolare, comprendenti lo 

ione molecolare. L’accuratezza del protocollo ottimizzato è stata poi valutata 

analizzando un materiale di riferimento standard (SRM) 972a Vitamin D 

Metabolites in Frozen Human Serum, certificato dal National Institute of Standards 

and Technology (NIST) [33]. Infine, sono stati valutati alcuni fattori, come la 

linearità, i limiti di rilevazione (LoD) e di quantificazione (LoQ).  

7.2 Materiali e metodi 

7.2.1 Standard e reagenti 

L’accuratezza del metodo analitico sviluppato è stata determinata utilizzando un 

materiale di riferimento certificato (CRM), ovvero lo standard SRM 972a Vitamin 
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D Metabolites in Frozen Human Serum (Livelli 1-4) (Merck Life Science, 

Darmstadt, Germania). Tutti i solventi, i reagenti e i materiali standard sono stati 

acquistati da Merck Life Science. Le soluzioni di vit-D3 (100 μg mL-1 in etanolo, 

97%), vit-D2 (100 μg mL-1 in etanolo, 98%), 25-(OH) vit-D3 (100 μg mL-1 in 

etanolo, 98%), 25-(OH) vit-D2 (100 μg mL-1 in etanolo, 98%), 3-epi-25-(OH) vit-

D3 (100 μg mL-1 in etanolo, 98%) e 24, 25-(OH)2 vit-D3 (100 μg mL-1 in etanolo, 

97%) sono state utilizzate per l’ottimizzazione delle transizioni MRM e la 

costruzione delle curve di calibrazione. Due soluzioni standard con isotopi marcati 

(Merck Life Science) sono state impiegate come standard interni (ISTD) per scopi 

quantitativi: soluzioni di vit-D3 (6,19,19-d3) (100 μg mL-1 in etanolo) e 25-(OH) 

vit-D2 (6,19,19-d3) (100 μg mL-1 in etanolo). Per ottimizzare la procedura di 

preparazione del campione, sono stati utilizzati i seguenti agenti di 

derivatizzazione: N,O-bis(trimetilsilil)acetamide (BSA) (per derivatizzazione GC, 

LiChropur™️, ≥ 98,5 %), piridina (anidra, 99,8 %), N,O-

bis(trimetilsilil)trifluoroacetamide (BSTFA) con trimetilclorosilano (TMCS) (per 

derivatizzazione GC, contenente 1 % di TMCS, 99 %), N-metil-N-(trimetilsilil)-

trifluoroacetamide (MSTFA) con 1 % di TMCS (per derivatizzazione GC), e 

reagente TMCS (per derivatizzazione GC, ≥ 99,0 %). 

7.2.2 Ottimizzazione delle procedure di sililazione 

In questo lavoro di ricerca sono state analizzate diverse procedure di 

derivatizzazione per valutare la loro efficienza nella conversione delle specie 

vitaminiche in derivati TMS. Nello specifico, 50 μL di soluzione di 25-(OH) vit-D2 

(100 μg mL-1 in etanolo) sono stati inseriti in una vial in vetro da 1,5 mL; il solvente 

veniva allontanato utilizzando un evaporatore da banco (Serie EZ 2, Genevac). In 
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base alle procedure di sililazione descritte in letteratura, sono stati valutati tre 

differenti protocolli: 100 μL di soluzione BSA/piridina (1:2 v/v) [32], 100 μL di 

soluzione BSTFA con 10% TMCS (100 μL di reagente TMCS in 1 mL di soluzione 

BSTFA contenente 1% di TMCS) [25, 34] e 100 μL di soluzione MSTFA con 10% 

TMCS (100 μL di reagente TMCS in 1 mL di soluzione MSTFA contenente 1% di 

TMCS) [35]. Tutte le procedure di sililazione sopra descritte comprendevano 

l’incubazione del campione a 100 °C per 60 min. Successivamente, i derivati TMS 

della vitamina D erano analizzati tramite analisi GC-QqQ-MS. 

7.2.3 Preparazione del campione per l’analisi GC-QqQ-MS 

L’estrazione dei composti della vitamina D, inclusi i metaboliti e gli epimeri, dal 

siero umano è stata eseguita come riportato nel lavoro pubblicato da Yang et al. 

[32], con alcune modifiche. Nello specifico, 200 μL di siero umano sono stati 

trasferiti in una provetta da centrifuga da 1,5 mL (Eppendorf). Per quantificare i 

composti vitaminici target, 10 μL di una soluzione di ISTDs contenente vit-D3 

(6,19,19-d3) e 25-(OH) vit-D2 (6,19,19-d3) (entrambi 1 μg mL-1 in etanolo) sono 

stati aggiunti al campione di siero umano. Successivamente, sono stati aggiunti 200 

μL di acetonitrile nella provetta mantenuta a 4 °C per 10 minuti in modo tale da 

favorire la precipitazione delle proteine. L’estrazione dei metaboliti della vitamina 

D è stata eseguita aggiungendo 500 μL di n-esano alla miscela; il campione è stato 

agitato con un vortex a 2500 rpm per 5 min e centrifugato a 2500 xg per 5 min. La 

fase organica superiore contenente i composti della vitamina D è stata raccolta e 

trasferita in una vial in vetro da 1,5 mL. Infine, il solvente di estrazione è stato 

evaporato tramite l’utilizzo di un evaporatore Serie EZ 2 e derivatizzato con 100 
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μL di soluzione MSTFA contenente il 10% di TMCS; la miscela di reazione è stata 

riscaldata per 60 min a 100 °C. 

7.2.4 Analisi fast GC-QqQ-MS della vitamina D 

L’analisi dei derivati della vitamina D è stata eseguita su un gascromatografo 

GC2030 NEXIS (Shimadzu, Duisburg, Germania) accoppiato a uno spettrometro 

di massa a triplo quadrupolo TQ8050 NX (Shimadzu). Il sistema GC era dotato di 

un autocampionatore robotizzato, AOC-6000 (Shimadzu), e di un iniettore 

split/splitless. La separazione dei composti è stata realizzata su una colonna 

capillare GC SLB-5ms (fase stazionaria 5% difenil/95% dimetil silossano) avente 

le seguenti dimensioni: 30 m × 0,25 mm ID × 0,10 µm df (Merck Life Science). Il 

programma di temperatura era il seguente: da 150 °C (1 min) a 360 °C con un 

incremento di 20 °C min-1. L’elio è stato utilizzato come gas carrier a una velocità 

lineare costante di 35 cm s-1 e una pressione all’iniettore di 76,7 kPa. Il volume di 

iniezione era di 2 µL in modalità splitless (tempo di campionamento 1 min). Il 

sistema QqQ-MS operava in modalità EI (ionizzazione elettronica) con un’energia 

di ionizzazione di 20 eV e una corrente di emissione di 60 µA. L’argon è stato 

impiegato come gas di collisione. L’acquisizione dei segnali è stata effettuata in 

modalità MRM (event time: 100 ms; dwell time: 33 ms). Le temperature 

dell’interfaccia e della sorgente ionica erano rispettivamente di 250 °C e 220 °C. 

La tensione del rilevatore era impostata a 2,0 kV. L’acquisizione e l’elaborazione 

dei dati sono stati supportati dal software GCMSsolution versione 4.50 (Shimadzu). 

7.2.5 Calibrazione e validazione del metodo 

La quantificazione dei derivati della vitamina D nel siero umano è stata eseguita 

utilizzando il metodo delle curve di calibrazione. A tale scopo, alcune miscele 
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calibranti sono state preparate a diversi livelli di concentrazione (250,0 ng mL-1, 

50,0 ng mL-1, 10,0 ng mL-1, 5,0 ng mL-1, 2,5 ng mL-1, 0,5 ng mL-1e 0,25 ng mL-1), 

eseguendo tre repliche per ciascun livello. Tutte le soluzioni sono state addizionate 

con un volume fisso (10 µL) di soluzione ISTDs a una concentrazione di 1 μg mL-

1. Prima dell’analisi GC-QqQ-MS, tutte le miscele di calibrazione sono state 

soggette a processo di derivatizzazione secondo le condizioni ottimizzate. Le 

equazioni di regressione lineare sono state costruite considerando il rapporto tra le 

aree dei picchi in funzione del rapporto di concentrazione. La vit-D3 (6,19,19-d3) è 

stata utilizzata per la quantificazione delle specie vitaminiche vit-D3 e vit-D2, 

mentre 25-(OH) vit-D2 (6,19,19-d3) è stata impiegata per la quantificazione della 

25-(OH) vit-D3, 25-(OH) vit-D2, 3-epi-25-(OH) vit-D3 e 24, 25-(OH)2 vit-D3. I 

parametri LoD (limite di rilevazione) e LoQ (limite di quantificazione) sono stati 

determinati per ciascun composto analizzando dieci miscele di lavoro alla 

concentrazione minima rilevabile (vit-D3: 0,50 ng mL-1; vit-D2: 0,25 ng mL-1; 25-

(OH)-vit-D3: 0,50 ng mL-1; 25-(OH)-vit-D2: 0,25 ng mL-1; 3-epi-25-(OH)-vit-D3: 

2,50 ng mL-1; 24, 25-(OH)2-vit-D3: 2,50 ng mL-1). I valori di LoD e LoQ sono stati 

calcolati come segue: LoD = 3 × (St. Dev./√10) e LoQ = 10 × (St. Dev./√10), dove 

St. Dev. rappresenta la deviazione standard delle misurazioni replicate (n = 10). 

L’accuratezza del metodo è stata valutata mediante l’analisi del materiale di 

riferimento SRM 972a Vitamin D Metabolites in Frozen Human Serum (Livelli 1–

4). I valori di concentrazione di riferimento sono riportati nel certificato di analisi 

[33] con una fiducia approssimativa del 95% (fattore di fiducia K = 2). Ogni livello 

dell’SRM 972a è stato analizzato in triplice copia per migliorare la precisione dei 

dati. La robustezza del metodo è stata verificata valutando la significatività della 

differenza tra i valori certificati e quelli misurati utilizzando l’incertezza estesa. 
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7.3 Risultati e discussione 

7.3.1 Ottimizzazione della procedura di sililazione 

L’analisi GC della vitamina D e dei suoi metaboliti richiede la derivatizzazione 

dei gruppi –OH nei loro derivati eteri TMS. Questa reazione di sililazione è 

fondamentale per convertire le specie di vitamina D in composti più volatili e meno 

polari. Infatti, la presenza del gruppo funzionale –OH con un idrogeno attivo 

influisce sul punto di ebollizione e sull’efficienza della separazione in GC. A causa 

dell’ingombro sterico nei metaboliti della vitamina D, il gruppo più difficile da 

derivatizzare è l’–OH in posizione 25, mentre il gruppo -OH in posizione 3, senza 

particolari problemi di ingombro sterico, viene rapidamente convertito in etere 

TMS. Di conseguenza, è necessario un forte riscaldamento e tempi di reazione 

prolungati per ottenere una sililazione quantitativa di tutti i gruppi ossidrilici. 

Tuttavia, queste condizioni potrebbero non essere sufficienti, poiché la completa 

sililazione dipende anche dalla natura degli agenti derivatizzanti utilizzati. Per 

massimizzare l’efficienza della sililazione, sono stati valutati diversi reagenti 

comunemente utilizzati per la formazione di eteri TMS da alcoli, tra cui BSA in 

combinazione con piridina, BSTFA + TMCS e MSTFA + TMCS. 

I cromatogrammi GC-QqQ-MS (acquisizione a scansione) della 25-(OH) vit-D2 

derivatizzata con i tre diversi reagenti sono riportati in Figura 7.2. Come si può 

vedere, le tracce GC hanno rivelato che BSA+ piridina e BSTFA + TMCS (Fig. 

7.2A e 7.2B) non sono adatti a derivatizzare quantitativamente il gruppo -OH in 

posizione 25 nelle condizioni di reazione utilizzate (sililazione per 60 min a 100 

°C). Infatti, in entrambi i casi sono state rilevate le forme mono-sililate (TMS-25-

(OH) vit-D2) e bis-sililate (2-TMS-25-(OH) vit-D2), confermando che la sililazione 

della 25-OH non è un processo che avviene facilmente. 
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Figura 7.2. Cromatogrammi GC-QqQ-MS (acquisizione in full scan) della 25-

(OH) vit-D2 derivatizzata utilizzando i seguenti reagenti di sililazione: BSA + 

piridina (A), BSTFA + TMCS (B) e MSTFA + TMCS (C). Riprodotto con il 

consenso di Elsevier. 

L’identità dei derivati mono-TMS e bis-TMS della 25-(OH) vit-D2 è stata 

confermata dagli spettri MS riportati in Figura 7.3, ottenuti in condizioni EI a 70 

eV utilizzando uno spettrometro di massa a triplo quadrupolo (acquisizione full 

scan). Gli spettri sono stati normalizzati rispetto ai picchi base di 379 m/z e 131 m/z 

per le forme mono-TMS e bis-TMS, rispettivamente. I due spettri di massa 

mostrano diverse differenze, con ioni molecolari che differiscono di 72 amu, 

corrispondenti al gruppo TMS [-Si-(CH3)3]. Inoltre, il derivato bis-TMS è meno 

stabile, per cui l’intensità (abbondanza relativa) degli ioni a massa più elevata 

(Figura 7.3, in basso) è significativamente inferiore rispetto a quella del derivato 

mono-TMS (Figura 7.3, in alto). Spettri MS comparabili sono stati ottenuti anche 

da Lehner et al. [34]. 
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Figura 7.3. Spettri di massa del mono-TMS (in alto) e del bis-TMS (in basso) 25-

(OH) vit-D2. Riprodotto con il consenso di Elsevier. 

Al contrario, il cromatogramma GC-QqQ-MS (acquisizione full scan) della 25-

(OH) vit-D2 derivatizzata con MSTFA + TMCS (cromatogramma C di Figura 7.2) 

non ha mostrato tracce della forma mono-TMS, essendo stato rilevato 

esclusivamente il derivato bis-TMS. Gli stessi risultati sono stati ottenuti anche per 

altri metaboliti 25-idrossilati, come mostrato nella Figura 7.4. In conclusione, nelle 

condizioni di reazione selezionate (sililazione per 60 min a 100 °C), MSTFA + 

TMCS si sono rivelati i reagenti più efficaci per la sililazione dei metaboliti della 

vitamina D. 
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Figura 7.4. Cromatogramma EIC (enhanced extracted ion chromatogram) della 

vitamina 2.TMS 25-(OH)-vit D3, 2.TMS 25-(OH)-vit D2, 2.TMS 3-epi-25-(OH)-vit 

D3 and 3.TMS 24,25-(OH)2-vit D3. Le forme bis- e mono-sililate erano rivelate 

monitorando i loro rispettivi ioni molecolari come di seguito indicato: 544 m/z e 

472 m/z per 2.TMS 25-(OH)-vit D3; 556 m/z e 484 m/z for 2.TMS 25-(OH)-vit D2; 

544 m/z e 472 m/z per 2.TMS 3-epi-25-(OH)-vit D3. Le forme tris-, bis- e mono-

sililate della 24,25-(OH)2-vit D3 erano analizzate monitorando gli ioni 632, 560 e 

488 m/z, rispettivamente. Riprodotto con il consenso di Elsevier. 

7.3.2 GC-QqQ-MS analisi sotto condizioni di ionizzazione elettronica soft. 

È stato sviluppato un metodo fast di GC-QqQ-MS per l’analisi dei composti 

della vitamina D nel siero umano. Inizialmente, è stata prestata particolare 

attenzione alla scelta della colonna capillare GC, con uno spessore ridotto della fase 

stazionaria pari a 0,10 µm. Questa scelta è stata dettata dal fatto che i composti 

target possiedono tutti punti di ebollizione elevati. Pertanto, l’utilizzo di una fase 

stazionaria più sottile consente una separazione efficiente degli analiti altobollenti. 

Per quanto riguarda il diametro interno (ID), è stata preferita una colonna con un 

diametro interno pari a 0,25 mm rispetto a una con diametro di 0,10 mm, poiché 

permette di iniettare volumi di campione maggiori, condizione essenziale per 
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l’analisi dei metaboliti della vitamina D presenti a livelli di concentrazioni molto 

bassi (ng mL-1) nel siero umano. Per aumentare la velocità di analisi, è stato 

impiegato un programma di temperatura piuttosto accelerato (20 °C min-1) e una 

velocità lineare del gas carrier di 35 cm s-1, ottenendo un tempo totale di analisi di 

11,5 min. 

In questo lavoro di ricerca è stato messo a punto un metodo di ionizzazione 

elettronica (EI) soft in modo da aumentare l’intensità dei segnali dei frammenti 

diagnostici a più alto peso molecolare. L’energia di ionizzazione è l’energia minima 

necessaria per ionizzare una molecola neutra. Le energie di ionizzazione tipiche 

degli analiti organici comuni variano da 5 a 15 eV, e la facilità con cui l’elettrone 

viene “estratto” dipende dal tipo di analita e, più specificamente, dal tipo di legame 

[36]. L’efficienza di ionizzazione raggiunge il suo massimo a circa 70 eV per la 

maggior parte dei composti organici [36-37]. Inoltre, sotto queste condizioni di EI 

si ottengono spettri di massa altamente ripetibili, motivo per cui le librerie di 

spettrometria MS contengono principalmente spettri EI acquisiti a 70 eV, utilizzati 

come riferimento per l’identificazione di composti sconosciuti. Tuttavia, questo 

tipo di ionizzazione può ridurre l’intensità degli ioni molecolari maggiormente 

informativi, come il cosiddetto ione molecolare. Per questo motivo, l’uso di energie 

di ionizzazione più soft è stato applicato in vari contesti analitici [37], con 

l’obiettivo di aumentare l’intensità dell’ione molecolare e/o di altri frammenti 

diagnostici a massa elevata. Queste condizioni di ionizzazione risultano 

vantaggiose per analisi mirate più selettive e sensibili, specialmente quando si 

utilizzano modalità di acquisizione SIM (selected ion monitoring) o SRM (selected 

reaction monitoring) [37-38]. Tuttavia, non esistono riferimenti in letteratura 

sull’uso di condizioni di EI soft per la rilevazione dei metaboliti della vitamina D 
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nel siero umano. In questa ricerca, l’obiettivo è stato l’ottimizzazione di un metodo 

GC-QqQ-MS in cui i segnali dei metaboliti della vitamina D venissero acquisiti in 

modalità MRM (multiple raction monitoring) sotto condizioni di ionizzazione 

elettronica soft. 

La prima parte della ricerca si è concentrata sulla valutazione della variabilità 

degli spettri di massa con diverse energie di ionizzazione. Sono stati condotti 

esperimenti GC-QqQ-MS (acquisizione full scan) utilizzando tre diverse energie di 

ionizzazione: 70 eV, 40 eV e 20 eV. Durante tutti gli esperimenti, la corrente di 

emissione è stata mantenuta costante a 60 μA (valore raccomandato per analisi 

convenzionali). Le tensioni del rilevatore sono state impostate automaticamente dal 

software durante i processi di tuning e variavano tra i diversi esperimenti come 

segue: 1,09 kV, 1,10 kV e 1,22 kV rispettivamente per le energie EI a 70, 40 e 20 

eV. Gli spettri di massa della TMS. vit-D3 ottenuti con diverse energie di 

ionizzazione sono mostrati nella Figura 7.5. Tutti gli spettri MS sono stati acquisiti 

al massimo del picco cromatografico e normalizzati rispetto al picco base. Si è 

prestata particolare attenzione agli ioni a bassa (119 m/z), media (325 e 351 m/z) e 

alta massa (456 m/z) negli spettri di massa. Le abbondanze relative degli ioni a 

massa più alta risultavano più intense nello spettro EI a 20 eV (come indicato in 

Tabella 7.1), mentre si osservava un comportamento opposto per quelli a bassa 

massa (119 m/z). Ad esempio, le abbondanze relative per lo ione molecolare (456 

m/z) erano del 16,3 %, 16,7 % e 25,5 % (media di 4 misurazioni) rispettivamente 

per 70, 40 e 20 eV. Al contrario, l’abbondanza relativa dello ione a bassa massa 

(119 m/z) diminuiva notevolmente con condizioni di EI più soft (26,5 %, 24,6 % e 

8,8 % rispettivamente per 70, 40 e 20 eV). 
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Figura 7.5. Spettri di massa di TMS. vit-D3 raggiunto in condizioni EI di 70 eV (in 

alto), 40 eV (al centro) e 20 eV (in basso). I valori in grassetto rappresentano le 

intensità assolute dei frammenti selezionati (119, 325, 351 e 456 m/z). Riprodotto 

con il consenso di Elsevier. 

I risultati hanno indicato che le applicazioni a 70 e 40 eV erano simili (in alcuni 

casi, le abbondanze relative dei frammenti rimanevano quasi invariate), mentre gli 

spettri EI a 70 e 20 eV mostravano differenze sostanziali. Tuttavia, considerando le 

abbondanze assolute, tutti i frammenti, inclusi quelli a bassa massa, mostravano un 

aumento di intensità con l’energia a 20 eV. Questo comportamento è attribuibile 

alle tensioni più elevate del rilevatore registrate sotto condizioni di ionizzazione 

soft. Infatti, la tensione del rilevatore tende ad aumentare con energie di 

ionizzazione soft più basse per compensare la riduzione dell’efficienza di 

ionizzazione degli analiti [38]. Di conseguenza, è previsto un aumento dell’intensità 
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degli ioni. In Tabella 7.1 sono elencate le intensità assolute (media ± deviazione 

standard di 4 misurazioni) dei frammenti selezionati. Nel caso della TMS vit-D3, 

l’intensità dell’ione molecolare è aumentata da 12.825 unità nello spettro EI a 70 

eV a 106.578 unità a 20 eV (Figura 7.5), con un incremento di intensità di 8 volte. 

Una tendenza simile è stata registrata anche per gli ioni a massa media (325 m/z e 

351 m/z). Infine, l’intensità assoluta dell’ione a 119 m/z è raddoppiata. Questi 

risultati preliminari hanno mostrato che il guadagno netto di intensità era 

determinato dalla tensione del rilevatore (voltaggio del detector), piuttosto che dalle 

diverse energie di ionizzazione applicate. Per comprendere appieno il reale 

contributo della condizione di EI soft sull’intensità degli ioni, sono stati condotti 

ulteriori esperimenti mantenendo una tensione del rilevatore fissa e variando le 

energie di ionizzazione. La tensione del rilevatore è stata arbitrariamente fissata a 

1,22 kV (valore più alto impostato automaticamente dal software per l’applicazione 

EI a 20 eV) e l’attenzione si è concentrata sulle abbondanze assolute degli ioni a 

119, 325, 351 e 456 m/z negli spettri del TMS. vit-D3. Le intensità (media ± 

deviazione standard di 4 misurazioni) sotto condizioni EI a 70, 40 e 20 eV sono 

riportate in Tabella 7.1. L’intensità dell’ione molecolare aumentava gradualmente 

con energie di ionizzazione più basse. L’intensità dell’ione a 456 m/z registrata a 

20 eV, rispetto a quella a 70 eV, è aumentata di un fattore quasi pari a 2; mentre gli 

ioni a massa media, come quelli a 325 e 351 m/z, sono rimasti praticamente 

invariati. Al contrario, l’energia di ionizzazione a 20 eV ha ridotto l’intensità 

dell’ione a 119 m/z di un fattore pari a 2,7.  
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Tabella 7.1. Intensità assolute e relative per gli ioni 119 m/z, 325 m/z, 351 m/z e 456 m/z presenti nello spettro MS della TMS-vit-D3 con energie 

EI pari a 70 eV, 40 eV e 20 eV. Abbreviazioni: Variable D.V.: tensioni variabili del rivelatore; Fixed D.V.: tensione fissa del rilevatore. Le 

intensità sono riportate come media ± deviazione standard (n = 4). 

Ione (m/z) 
Intensità 

Assoluta 

Intensità 

Relativa 

Intensità 

Assoluta 

Intensità 

Relativa 

Intensità 

Assoluta 

Intensità 

Relativa 

Variable D.V. 70-eV (1.09 kV)  40-eV (1.10 kV)  20-eV (1.22 kV)  

119 20,358 ± 971 26.5 ± 0.6 24,079 ± 1,549 24.6 ± 1.3 40,063 ± 2,391 8.8 ± 0.3 

325 76,910 ± 2,140 100.0 ± 0.0 97,883 ± 3,834 100.0 ± 0.0 436,196 ± 47,956 95.2 ± 1.4 

351 71,992 ± 5,402 93.6 ± 5.3 93,434 ± 2,717 95.5 ± 1.2 457,977 ± 43,415 100.0 ± 0.0 

456 12,528 ± 511 16.3 ± 0.4 16,353 ± 1,765 16.7 ± 1.4 117,069 ± 14,837 25.5 ± 0.8 

Fixed D.V. 70-eV (1.22 kV)  40-eV (1.22 kV)  20-eV (1.22 kV)  

119 106,460 ± 9,433 26.1 ± 0.8 112,485 ± 5,019 22.3 ± 0.5 40,063 ± 2,391 8.8 ± 0.3 

325 407,908 ± 

26,801 

100.0 ± 0.0 504,408 ± 

14,612 

100.0 ± 0.0 436,196 ± 47,956 95.2 ± 1.4 

351 386,171 ± 

26,693 

94.7 ± 1.4 473,332 ± 

15,158 

93.8 ± 1.7 457,977 ± 43,415 100.0 ± 0.0 

456 66,941 ± 5,928 16.4 ± 0.8 84,887 ± 4,278 16.8 ± 0.7 117,069 ± 14,837 25.5 ± 0.8 
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Sulla base dei risultati ottenuti per TMS. vit-D3, l’uso di energie a 20 eV, rispetto a 

quelle a 70 e 40 eV, ha mostrato un miglioramento dell’intensità degli ioni 

diagnostici a massa elevata, riducendo al contempo l’abbondanza dei frammenti a 

massa inferiore. Questa condizione risulta essenziale per ottenere analisi target e 

selettive dei metaboliti della vitamina D nel siero umano. Spettri EI a 20 eV dei 

composti della vitamina D, inclusi i metaboliti e gli standard isotopicamente 

marcati. Dall’analisi strutturale degli spettri EI a 20 eV, sono stati selezionati i 

frammenti diagnostici a massa più elevata come ioni precursori per ciascun 

composto della vitamina D. L’argon è stato utilizzato come gas di collisione per 

favorire la dissociazione degli ioni precursori e la generazione dei loro ioni prodotti. 

Di conseguenza, le transizioni MRM sono state ottimizzate per ottenere la massima 

risposta. L’energia di collisione (CE) è stata valutata in un intervallo da 5 a 40 eV, 

con incrementi di 5 eV. Sono state stabilite tre diverse transizioni MRM, generate 

da energie di collisione appropriate: la transizione MRM più intensa (transizione 

quantifier) è stata utilizzata per scopi quantitativi, mentre le altre due transizioni 

sono state impiegate per confermare l’identità del composto target (transizioni 

qualifier). Le impostazioni MRM ottimizzate per i derivati sililati della vitamina D, 

inclusi gli standard interni marcati isotopicamente, sono riportate nella Tabella 7.2. 
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Tabella 7.2. Elenco dei composti della vitamina D derivatizzati, inclusi standard 

interni deuterati e rispettive transizioni MRM ottimizzate (transizione quantifier e 

qualifier), insieme alle energie di collisione (eV). 

Composti 
Transizion

e 
  

Transizion

e 
  

Transizion

e 
 

 Quantifier CE  Qualifier 1 CE  Qualifier 2 CE 

TMS. vit-D3 456 > 325 15  456 > 350 10  456 > 143 30 

TMS. vit-D2 468 > 363 10  468 > 337 10  468 > 143 30 

2-TMS. 25-(OH) vit-

D3 
439 > 143 20  544 > 439 15  544 > 143 15 

2-TMS. 25-(OH) vit-

D2 
451 > 131 15  556 > 131 15  556 > 73 30 

2-TMS. 3-epi-25-

(OH) vit-D3 
439 > 141 10 544 > 131 15 544 > 439 15 

3-TMS. 24R,25-

(OH)2 vit-D3 
632 > 131 25 632 > 527 15 632 > 73 30 

TMS. vit-D3 (6,19,19-

d3) 
459 > 327 15 459 > 352 10 459 > 146 30 

2-TMS. 25-(OH) vit-

D2 (6,19,19-d3) 
559 > 131 10 559 > 73 35 559 > 452 20 

7.3.3 Validazione del metodo 

La quantificazione dei composti target nel siero umano è stata eseguita 

utilizzando il metodo della calibrazione con standard esterno, come descritto nella 

sezione materiali e metodi. Due standard marcati isotopicamente sono stati aggiunti 

alle miscele di calibrazione a una concentrazione fissa di 1 µg mL⁻¹. Le equazioni 

di regressione lineare, i coefficienti di determinazione (R²) e l’intervallo di 

calibrazione sono riportati in Tabella 7.3. Tutte le curve di calibrazione hanno 

mostrato una linearità soddisfacente, con valori di R² che variavano da 0,9959 per 

2-TMS. 3-epi-25(OH) vit-D3 a 0,9999 per TMS. vit-D3. I limiti di rilevazione (LoD) 

e di quantificazione (LoQ) (Tabella 7.3) mostravano valori più bassi (espressi in ng 

mL⁻¹) per TMS. vit-D2 (LoD: 0,06 ng mL⁻¹ e LoQ: 0,21 ng mL⁻¹) e 2-TMS. 25-
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(OH) vit-D2 (LoD: 0,06 ng mL⁻¹ e LoQ: 0,16 ng mL⁻¹). I valori di LoD e LoQ più 

alti sono stati osservati per 2-TMS. 3-epi-25-(OH) vit-D3 (LoD: 0,73 ng mL⁻¹ e 

LoQ: 2,43 ng mL⁻¹) e 24R,25-(OH)₂ vit-D3 (LoD: 0,73 ng mL⁻¹ e LoQ: 2,45 ng 

mL⁻¹). In generale, i valori di LoD variavano da 0,06 ng mL⁻¹ a 0,73 ng mL⁻¹, 

mentre i LoQ andavano da 0,16 ng mL⁻¹ a 2,45 ng mL⁻¹. 
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Tabella 7.3. Equazione di regressione lineare, coefficiente di determinazione (R2), intervallo di calibrazione espresso in ng mL-1. LoD e LoQ 

rappresentano il limite di rilevamento e il limite di quantificazione riportati in ng mL-1. 

 Linearità LoD LoQ 

Composti Equazione di regressione R2 Range di 
calibrazione    

TMS. vit-D3 y = 1.313476x + 0.0395656 0.9999 50.0 – 0.50 0.12 0.41 

TMS. vit-D2 y = 1.198592x + 0.0516603 0.9991 50.0 – 0.25 0.06 0.21 

2-TMS. 25-(OH) vit-D3 y = 2.440075x + 0.0531122 0.9998 250.0 – 0.50 0.16 0.53 

2-TMS. 25-(OH) vit-D2 y = 1.285151x + 0.2680379 0.9963 50.0 – 0.25 0.06 0.16 

2-TMS. 3-epi-25-(OH) 

vit-D3 
y = 1.323764x + 0.2958434 0.9959 250.0 – 2.50 0.73 2.43 

3-TMS. 24R,25-

(OH)2 vit-D3 
y = 0.5253304x - 0.0254484 0.9989 250.0 – 2.50 0.73 2.45 
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L’accuratezza è stata valutata analizzando il materiale di riferimento certificato, 

SRM 972a, composto da quattro livelli (Livelli 1-4) con concentrazioni certificate 

e di riferimento differenti. Come riportato nel certificato di analisi [33], i livelli 1, 

2 e 3 erano un pool di siero umano contenente concentrazioni endogene di 

metaboliti della vitamina D (senza alcuna modifica al fluido biologico), mentre il 

livello 4 era fortificato con la vitamina 3-epi-25-(OH) vit-D3. I valori certificati 

(quelli per i quali il NIST ha la massima fiducia) e i valori di riferimento (valori 

non certificati che rappresentano la migliore stima dei valori reali) si basano sul 

consenso dei risultati ottenuti mediante procedure di diluizione isotopica LC-MS 

[33] e LC-MS/MS [33]. I cromatogrammi GC-QqQ-MS dei 4 livelli del campione 

SRM 972a sono illustrati nella Figura 7.6. 

L’elenco dei metaboliti della vitamina D rilevati è riportato nella Tabella 7.4, 

insieme ai valori sperimentali e certificati. I risultati di accuratezza, espressi come 

percentuale di recupero (Rec %), sono riassunti nella Tabella 7.4. Ad eccezione del 

25-(OH) vit-D2 nel siero SRM 972a livello 1 (valore di recupero 392,1 %), tutti i 

metaboliti della vitamina D sono stati quantificati accuratamente, con valori di 

recupero che vanno dal 96,2 % per 3-epi-25-(OH) vit-D3 al 150,9 % per 25-(OH) 

vit-D2 (Tabella 7.4). Inoltre, i risultati di accuratezza sono stati verificati 

confrontando le misurazioni sul materiale di riferimento certificato con i valori 

certificati e valutando la significatività della differenza tra questi valori utilizzando 

l’incertezza estesa. I risultati delle misurazioni erano in accordo con i valori CRM, 

e la differenza non era significativa al livello di confidenza del 95% (k = 2) per tutti 

gli analiti indagati, ad eccezione del 25-(OH) vit-D2 nel siero SRM 972a livello 3 e 

del 25-(OH) vit-D3 nel siero SRM 972a livello 4. 
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Figura 7.6. Cromatogramma GC-QqQ-MS ottenuto in modalità MRM dei 

metaboliti della vitamina D nello standard certificato SRM 972a (livelli 1–4). 

L'assegnazione dei picchi è descritta come segue: (ISTD 1) TMS. vit-D3 6,19,19d3, 

(1) TMS. vitamina-D3, (2) TMS. vit-D2, (3) 2-TMS. 25-(OH) vit-D3, (ISTD 2) 2-

TMS. 25-(OH) vit-D2 6,19,19d3, (4) 2-TMS. 25-(OH) vit-D2, (5) 2-TMS. 3-epi-25-

(OH) vit-D3, (6) 3-TMS. 24R,25-(OH) vit-D3. Riprodotto con il consenso di 

Elsevier. 
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Compound 
SRM 972a Level-1 

 
SRM 972a Level-2 

 
Exp. NIST Rec % Exp. NIST Rec % 

TMS. vit-D3 14.3 ± 1.3 – –  12.0 ± 0.5 – –  

TMS. vit-D2 < LoQ – –  < LoQ – –  

2-TMS. 25-(OH) vit-D3 30.3 ± 1.9 28.8 ± 1.1 105.3  18.4 ± 1.2 18.1 ± 0.40 101.6  

2-TMS. 25-(OH) vit-D2 2.1 ± 0.3 0.54 ± 0.06 * 392.1  0.9 ± 0.2 0.81 ± 0.06 115.7  

2-TMS. 3-epi-25-(OH) vit-D3 < LoQ 1.81 ± 0.1 –  < LoQ 1.28 ± 0.09 –  

3-TMS. 24R,25-(OH)2 vit-D3 2.6 ± 0.2 2.66 ± 0.1 99.5  < LoQ 1.41 ± 0.05 –  

Compound SRM 972a Level-3  SRM 972a Level-4  

 Exp. NIST Rec %  Exp. NIST Rec %  

TMS. vit-D3 11.9 ± 1.5 – –  13.7 ± 1.1 – –  

TMS. vit-D2 53.0 ± 3.2 – –  < LoQ – –  

2-TMS. 25-(OH) vit-D3 19.8 ± 0.8 19.8 ± 0.40 99.9  32.9 ± 2.0 29.4 ± 0.9 112.0  

2-TMS. 25-(OH) vit-D2 14.6 ± 0.7 13.3 ± 0.3 109.6  0.8 ± 0.1 0.55 ± 1.1* 150.9  

2-TMS. 3-epi-25-(OH) vit-D3 < LoQ 1.17 ± 0.14* –  25.0 ± 2.5 26 ± 2.2 96.2  

3-TMS. 24R,25-(OH)2 vit-D3 < LoQ 1.62 ± 0.06 –  2.6 ± 0.4 2.64 ± 0.09 98.7  
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7.4 Conclusioni 

Il metodo analitico descritto in questo studio può essere considerato una valida 

alternativa alle procedure “gold standard” HPLC-MS/MS comunemente riportate 

in letteratura per l’analisi dei metaboliti della vitamina D. La strategia sviluppata 

ha previsto l’uso di MSTFA con TMCS per la conversione delle specie vitaminiche 

in derivati TMS, inclusi i metaboliti 25-(OH) con specifici problemi di ingombro 

sterico. La ionizzazione dei composti sililati è stata effettuata in condizioni di EI 

soft (energia di 20 eV) che, rispetto alla comune energia di 70 eV, ha permesso di 

ottenere intensità relative e assolute maggiori per gli ioni diagnostici a massa più 

elevata, insieme a una ridotta abbondanza dei frammenti a massa più bassa. 

L’acquisizione dei segnali è stata eseguita in modalità MRM. Il metodo GC-QqQ-

MS rapido sviluppato in condizioni di EI soft si è dimostrato altamente sensibile e 

selettivo per l’analisi mirata dei metaboliti della vitamina D nel siero umano. 
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Capitolo 8 

Determinazione degli acidi grassi a catena corta nel plasma umano. 

8.1 Introduzione 

La determinazione quantitativa degli acidi grassi a catena corta (SCFAs) nei 

fluidi biologici ha suscitato grande interesse negli ultimi anni, grazie alla loro 

rilevante implicazione come prodotti finali della fermentazione da parte del 

microbiota intestinale [1]. Tra gli acidi SCFAs più abbondanti nei fluidi biologici 

si annoverano l’acido acetico, l’acido propionico e l’acido butirrico, la cui 

concentrazione può essere monitorata per valutare lo stato di salute dei pazienti. La 

loro abbondanza dipende dalla quantità di microbiota presente nel colon, dalla fonte 

del substrato e dal tempo di transito intestinale [2, 3].  

Le alterazioni delle concentrazioni circolanti di SCFAs riflettono cambiamenti 

nella diversità e ricchezza del microbiota intestinale, la “disbiosi” è una condizione 

associata a diverse patologie, tra cui malattie metaboliche, obesità, diabete mellito 

di tipo 2 (T2DM) e malattie infiammatorie intestinali. In effetti, gli SCFAs regolano 

la secrezione dell’ormone intestinale anoressizzante e ipoglicemizzante, il peptide-

1 simil-glucagone (GLP-1), esercitano effetti genomici inibendo le istone 

deacetilasi (HDAC), coinvolte nello sviluppo intestinale e nella regolazione del 

sistema immunitario, modulano le risposte delle cellule immunitarie svolgendo 

un’azione antinfiammatoria. Inoltre, attivano vie di segnalazione legate al 

metabolismo energetico e alla protezione cellulare contro lo stress ossidativo e la 

cancerogenesi [4]. 

Dal punto di vista analitico, sono stati impiegati diversi approcci per la 

determinazione degli SCFAs nei fluidi biologici. Focalizzandoci sui pretrattamenti 
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del campione, quasi tutte le procedure di estrazione prevedono l’uso di acqua 

acidificata, poiché l’efficienza di estrazione aumenta considerevolmente con la 

diminuzione del pH dei campioni biologici [5]. L’estrazione degli acidi dai 

campioni biologici viene generalmente effettuata utilizzando solventi organici [6]. 

A questo proposito, sono raccomandate specifiche caratteristiche dei solventi di 

estrazione: volatilità, in modo da favorire una rapida evaporazione durante la fase 

di iniezione in gascromatografia (GC), e bassa polarità per permettere una rapida 

separazione dallo strato acquoso [5]. Recentemente, Lotti et al. [1] ha dimostrato 

che il solvente MTBE, non tossico e non cancerogeno, è in grado di estrarre gli 

SCFAs da campioni di feci e plasma umano, migliorando la sensibilità e 

l’accuratezza delle analisi rispetto ad altri solventi organici come acetato di etile, 

etere dietilico e diclorometano. Inoltre, Yao et al. [7] ha eseguito l’analisi 

cromatografica degli SCFAs mediante estrazione con MTBE dopo l’acidificazione 

del plasma/siero. In letteratura è stato anche riportato l’utilizzo della tecnica di 

estrazione SPME (solid phase microextraction) per l’estrazione degli acidi SCFAs 

da fluidi biologici prima dell’analisi cromatografica [8]. 

La gascromatografia è la tecnica separativa d’elezione per la determinazione 

quantitativa degli SCFAs. Alcuni metodi prevedono la conversione degli analiti in 

composti termicamente più stabili e meno polari attraverso procedure di 

esterificazione, utilizzando principalmente agenti di silylazione [9] come N,O-

bis(trimetilsilil) trifluoroacetamide (BSTFA) [6], N-metil-N-(trimetilsilil)-

trifluoroacetamide (MSTFA) [10], N-(tert-butildimetilsilil)-N-metil-

trifluoroacetamide (MTBSTFA) [11] o cloroformiato di propile (PCF) [12]. Altri 

metodi, invece, prevedono la rilevazione dei composti target nella loro forma nativa 

[1]. 
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Lo scopo della presente ricerca è stata l’ottimizzazione di un metodo analitico 

rapido e pratico, basato su gascromatografia-spettrometria di massa (GC-MS), per 

la determinazione quantitativa degli SCFAs, tra cui acido acetico, propionico e 

butirrico nel plasma umano. Gli analiti di interesse sono stati inizialmente estratti 

utilizzando acqua acidificata e solvente MTBE, per essere successivamente 

analizzati tramite fast GC-MS. L’acquisizione del segnale è stata eseguita in 

modalità SIM (selected ion monitoring). Inoltre, sono state valutate diverse figure 

di merito come linearità, limiti di rilevazione (LoD) e di quantificazione (LoQ). 

8.2 Materiali e metodi 

8.2.1 Standard e reagenti 

Gli standard analitici di acido acetico (≥99,8 %), acido propionico (≥99,5 %), 

acido butirrico (≥99,5 %) e acido 2-etilbutirrico (≥98,0 %) sono stati acquistati da 

Merck Life Science (Darmstadt, Germania) e conservati a -20 °C fino al momento 

dell’analisi. Acqua (Grado LC-MS, LiChrosolv®), MTBE (HPLC, ≥99,8%) e acido 

fosforico (H₃PO₄) (reag. Ph. Eur., ≥ 85 %) sono stati anch’essi acquistati da Merck 

Life Science.  

8.2.2 Estrazione degli SCFAs dal plasma umano 

I campioni di sangue sono stati raccolti in provette trattate con EDTA da 4 mL, 

provenienti da due soggetti femminili sani (48 e 58 anni rispettivamente), ricoverati 

presso l’Unità di Biochimica Clinica dell’Ospedale Policlinico Universitario di 

Messina e volontariamente reclutati per questo studio, previa firma del consenso 

informato. I campioni di plasma umano sono stati ottenuti dopo centrifugazione dei 

campioni di sangue a 2000xg per 5 min e conservati a -80 °C fino all’analisi. 

L’estrazione degli SCFA dal plasma umano è stata eseguita secondo il protocollo 
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di Lotti et al. [1], con piccole modifiche. Nello specifico, sono stati aggiunti 10 μL 

di acqua acidificata (15% H₃PO₄) e 5 μL di soluzione standard interna (ISTD), 

contenente acido 2-etilbutirrico (1 mg L⁻¹ in acqua), a 200 μL di plasma umano in 

una provetta da 2 mL. Successivamente, 200 μL di solvente MTBE sono stati 

utilizzati per l’estrazione degli SCFAs. Per facilitare l’estrazione dei componenti 

target, i campioni sono stati omogeneizzati utilizzando un vortex (2 min) e 

sonicazione (10 minuti). Infine, il campione è stato centrifugato a 15.000 xg per 10 

min in condizioni refrigerate (5° C). La fase organica superiore contenente gli 

SCFAs è stata raccolta e trasferita in una vial in vetro da 2 mL, dotata di 

microinserto da 200 μL. Tre estrazioni indipendenti sono state eseguite per ciascun 

campione di plasma. 

8.2.3 Validazione e quantificazione degli SCFAs in plasma umano 

La quantificazione degli SCFAs è stata effettuata utilizzando il metodo della 

curva di calibrazione esterna. Sono state costruite curve di calibrazione separate per 

acido acetico, propionico e butirrico, utilizzando miscele di lavoro diluite in acqua 

a diversi livelli di concentrazione (100,0 μM, 50,0 μM, 10,0 μM, 5,0 μM, 1,0 μM, 

0,5 μM e 0,1 μM), con tre misure ripetute per ciascun livello. Tutte le miscele di 

calibrazione sono state inizialmente addizionate con un volume fisso (5 μL) della 

soluzione ISTD e sottoposte all’estrazione come descritto sopra. Le equazioni di 

regressione lineare sono state determinate tracciando il rapporto dell’area del picco 

tra l’analita target e lo standard interno in funzione del loro rapporto di 

concentrazione. I limiti di rilevazione (LoD) e di quantificazione (LoQ) sono stati 

determinati come segue: dieci miscele di lavoro sono state preparate per ciascun 

analita ai livelli più bassi utilizzati per la calibrazione (0,1 μM) e analizzate con il 
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sistema GC-MS. LoD e LoQ sono stati calcolati utilizzando le seguenti equazioni: 

LoD = 3 × (dev. std./√10) e LoQ = 10 × (dev. std./√10), dove “dev. std.” rappresenta 

la deviazione standard espressa in unità di concentrazione delle misurazioni 

replicate (n = 10) [13]. 

8.2.4 Analisi GC-MS degli SCFAs. 

Le analisi degli SCFAs nel plasma umano erano effettuate attraverso l’utilizzo 

di un gascromatografo accoppiato a uno spettrometro di massa GCMS-QP2020 NX 

system (Shimadzu, Duisburg, Germany). Il sistema era dotato di un  

autocampionatore AOC-20i (Shimadzu) e un iniettore split/splitless (200 °C). La 

separazione degli SCFAs è stata effettuata su una colonna capillare GC Nukol, 30 

m x 0,25 mm ID 0,25 μm df (Merck Life Science) rivestita con una fase stazionaria 

a base di poli(etilenglicole) acidificato. Il programma di temperatura era: da 100 °C 

(3 min) a 210 °C a 30,0 °C min-1. Il gas carrier era l’elio, utilizzato ad una velocità 

lineare costante di 50 cm s-1 (pressione iniziale di ingresso di 133,0 kPa). Il volume 

di iniezione era 3,0 μL con un rapporto di splittaggio di 1:5. Lo spettrometro MS 

acquisiva i segnali dei composti target in modalità SIM; tre diversi frammenti per 

ogni composto erano selezionati all’interno della regione di eluizione del 

cromatogramma: ione quantifier (Q) selezionato per l’analisi quantitativa e due ioni 

qualifiers (q1 e q2) utilizzati per confermare l'identità del composto in esame. Di 

seguito sono elencati gli ioni selezionati per ciascun composto: acido acetico, 60 

m/z (Q), 45 m/z (q1) e 43 m/z (q2); acido propionico, 74 m/z (Q), 73 m/z (q1) e 57 

m/z (q2); acido butirrico, 60 m/z (Q), 73 m/z (q1) e 55 m/z (q2); ISTD, 88 m/z (Q), 

73 m/z (q1) e 55 m/z (q2). La temperatura della sorgente ionica era 220 °C, mentre 
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la temperatura dell’interfaccia 220 °C. Il software GCMSsolution (versione 4.50 

Shimadzu) è stato utilizzato sia per l'acquisizione che per l'elaborazione dei dati. 

8.3 Risultati e discussione 

8.3.1 Analisi fast GC–MS per la quantificazione degli SCFAs nel plasma umano 

È stato ottimizzato un metodo analitico fast GC–MS per la determinazione 

quantitativa degli acidi grassi a catena corta nel plasma umano. Il trattamento del 

campione ottimizzato si è dimostrato semplice e facilmente applicabile, poiché non 

richiede procedure complesse come evaporazione e ridissoluzione, che potrebbero 

compromettere il recupero degli acidi grassi più volatili. Inoltre, il metodo di 

preparazione del campione non ha previsto l’impiego di agenti derivatizzanti, 

riducendo significativamente il costo per analisi e il tempo d’analisi. L’estrazione 

è stata effettuata aggiungendo un volume minimo di MTBE (200 μL), un solvente 

non tossico e non cancerogeno, che riduce l’impatto ambientale e i rischi per la 

salute degli operatori esposti [14]. Inoltre, la fase di MTBE contenente gli SCFAs 

era localizzata nello strato superiore del sistema bifasico dovuto alla sua densità 

inferiore rispetto allo strato acquoso. Ciò ha permesso che il prelievo della fase 

organica risultasse più semplice, evitando il rischio di contaminazione dell’estratto 

[14]. 

Per quanto riguarda l’analisi fast GC–MS, la separazione degli analiti è stata 

ottenuta in meno di 7 min, un notevole guadagno in termini di tempo e costo per 

l’analisi rispetto ai dati riportati in letteratura [1]. La scelta della colonna capillare 

GC rivestita con gruppi funzionali acidi è stata dettata dal fatto che le forme dei 

picchi cromatografici erano soddisfacenti per gli acidi carbossilici studiati. Non 

sono stati rilevati allargamenti di banda, tailing o altre anomalie nei cromatogrammi 
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GC–MS, indicando l’assoluta compatibilità tra la colonna GC e gli analiti da 

analizzare. Il diametro interno (ID) della colonna era di 0,25 mm, permettendo 

l’iniezione di volumi maggiori di estratto e migliorando così la sensibilità 

dell’intero processo analitico. 

La Figura 8.1 mostra il cromatogramma GC–MS (in alto) degli SCFAs estratti 

da un campione di plasma umano che è stato analizzato in questo studio. Nella 

stessa figura è riportato un cromatogramma GC–MS di un bianco di estrazione (in 

basso), evidenziando l’assenza di eventuali agenti interferenti dopo i processi di 

estrazione con solvente. Nella Tabella 8.1 sono elencate le equazioni di regressione 

lineare, i coefficienti di determinazione (R²) e gli intervalli di calibrazione per gli 

acidi acetico, propionico e butirrico esaminati in questo studio di ricerca. I valori di 

R² ottenuti sono stati soddisfacenti, con un valore minimo di 0,9933 per l’acido 

propionico e un valore massimo di 0,9960 per l’acido acetico. I valori di LoD (limite 

di rilevazione) (Tabella 8.1) variavano da 0,02 μM (acido butirrico) a 0,03 μM 

(acido acetico), mentre i LoQ (limite di quantificazione) oscillavano tra 0,06 μM 

(acido propionico) e 0,10 μM (acido acetico). Valori simili sono stati riportati in 

letteratura [1, 5]. 
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Figura 8.1. Cromatogrammi fast GC–MS degli acidi acetico, propionico e butirrico 

nel plasma umano (in alto) e nel bianco di estrazione con solvente (in basso). I 

segnali dei picchi cromatografici sono stati ottenuti monitorando gli ioni quantifier 

(Q). Riprodotto con il consenso di Elsevier. 
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Il metodo analitico descritto si è rivelato una valida alternativa alle procedure 

convenzionali riportate in letteratura, consentendo la riduzione sia dei tempi di 

analisi che dei costi grazie all’uso di quantità minime di reagenti chimici. 

Tabella 8.1. Equazioni di regressione lineare, valore di R2 e intervalli di 

calibrazione espressi in μM. LoD e LoQ sono rispettivamente il limite di 

rilevamento e il limite di quantificazione, riportati in μM. 

SCFAs 

Linearità LoD LoQ 

Equazione di  
regressione 

R2                    Range di  

               calibrazione 
 

Acetic acid 
y = 0.069543x + 
1.16207 

0.9960 100.0 – 0.10 0.03 0.10 

Propionicacid 
y = 0.155211x -

0.100903 
0.9933 10.0 – 0.10 0.02 0.06 

Butyric acid 
y = 0.677751x - 

0.637558 
0.9934 10.0 – 0.10 0.02 0.07 

8.4 Conclusioni 

È stato ottimizzato un metodo analitico per il monitoraggio degli acidi acetico, 

propionico e butirrico nel plasma umano. La procedura di estrazione ha previsto 

l’uso di volumi minimi di acqua acidificata (10 μL) e di solvente MTBE (200 μL), 

senza includere procedure laboriose come evaporazione e ridissoluzione degli 

estratti che potrebbero compromettere il recupero degli acidi volatili. Il metodo di 

analisi messo a punto ha previsto l’impiego della tecnica fast GC-MS. I segnali dei 

composti di interesse sono stati acquisiti in modalità SIM, consentendo di ottenere 

dati altamente sensibili e selettivi. Il metodo analitico descritto si è rivelato rapido 

e pratico per l’analisi degli SCFA nel plasma umano. 
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