
?7. G. CAVINA, E. CJNGOLANI e L. TENTORI. - Determinazione di steroidi 
in estratti di cor teccia surrena le mediante cromatografia su 
carta. 

Riassunto. - l.li .\ .. \. hanno prc~o in esame il problema della de­
terminazione degli stcroid i n~gli cslralli <li corteccia surrcnale. Dopo 
aver òiscus::;o i principali lavori appar:5i sull'argomento, espongono la 
tecnica proposta, basala su ll 'applicazione dei sistemi cromatografici d i 
Bus11 e d i EnEnLEJN e Doì'>GJOYANNI agli estrntli di corteccia surrcnak 
opportunamente lrallati. Sugli cluati dci cromatogmmmi le determina­
zioni quantitative vengono eseguite con il reattivo al blu di tetrazolio. 
E' possibile determinare i seguenti steroidi: idrocortisone, te~raidroidro­
cor-tisone, cortisone, t<.'tmidrocortisonc, corticosterone, aldosterone, 11-
dcidrocortic-ost•eronc, 17-idrossi-11-dcsossicorlicosterone. E' possibile 
inoltre riscontrare alcuni altri steroidi, presenti in piccola quantità, 
caratteristici degli estratti di corteccia surrenale. 

Summa ry.- ~lcthods ''"hich lul\·e been proposed for the deter­
mination of steroids in extracts of the supra-renal cortex are discussed; 
a tcchniqnc is suggest0tl based on t h e chromatogrnphic systems of 
Hu:- 11 , Ebcrlein and B0ngiovan ni , applied to suitably trented extracts 
of the cortex. Thc cluutcs from the chromatograms wcJ'e assayed using 
Lhc tctrazolium blue reagent. Hydrocortisone, tetrahydrohydrocortisone, 
cortisone, tetrahydrocorticosterone, corticosterone, aldosterone, H-dehy­
drocof'!icosterone anù 17-hydroxy- 1 J -deoxycortiro~terone rould be de­
tcrmin eù. Other :;tcro ill~ present in ~mall amounts, 'vhich are charucte­
ristic of extracts of 1.he snpra-renal cortex, could nlso be recogni:;ed . 

L'analisi degli estratti di corteccia surrenale è a tutt'oggi un proble­
ma di difficile soluzione in quanto esistono metodi biologici non sem­
plici , spesso molto diversi t ra di loro· e con diversa espressione della 
attività, mentre non esistono metodi chimici in grado di dare , da soli, 
una valutazione completa dell'attività di un estralto d i corteccia sur­
renale. I metodi biologici, -descritti per primi in ordine cronologico, han­
uo lo scopo di determinare l 'attività di un estratto di corteccia surrenale 
su una funzione fisiologica fondamentale in animali generalmente surre­
nectomizzati: un'ampia r assegna di tali metodi è stata riportata da 
DonFMANN (19M) (1). 



La natura chimica dei component i attivi degli estratti di corteccia 
surrcnale è st.ata ::- tudiata ~uccessi,·amcnt.c. REICHSTEIN ha scritto un'im­
portante rassegna (1943) e) e successivamente SmPSON e Altri (195lt-) (3), 
hanno descritto l 'isolamento dell'a l<.l oslcron e da estratti di corteccia sur­
renale. In questo periodo sono stati Jescritti metodi chimico-fisici per la 
determinazione, generalmente parziale, dei componenti di un estratto di 
corteccia surrcnale. 

LhNES (4
), (Hma) ha descritt o un metodo per il frazionamento di 

('Strutti cortica li med iante. cromatografia su celite, impregnata di for­
mammide, usando be nzene come solvente per lo sviluppo; il riconosci­
mento e la determinazione dei compone n t i attivi (limitata a cortisone, 
idroc.:ol'tisone, corticosterone. l 'l-d eidrocorl icosterone) ve n i va n o df ctlun ti, 
mediante spettrofolometria U. Y. cd I. R. , ed in miscela di acido solfo­
rico ed acetico e usando le reazioni colorate al trifeniltetrazolio ed alla 
fenilidrazina. llEFTJ\lAN e JonNSON (19M) (5) hann o descritto il fraziona­
mento quantitatiYo di miscele di corticosteroidi naturali mediante cro­
matografia su colonna di acido silicico. DoBRINER ed Altri ('19o4) ( 6

) han­
no descritto la cromatog1·afia su colonna di gel di silice di estratti di 
surrene d i maiale preparati in laboratorio e sottoposti in precedenza alla 
purificazione con reattiYO T di Girard ed al frazionamento tra benzene 
ed acqua. 

MouT01'\ ed .Altri (1956) (1) hanno descritto l'applicazione ad estratti 
di corteccia surrenale di alcune reazioni, impi·egate per la determina­
zione dei corticosteroidi in soluzione pura ed in estratti urinarii, come 
la reazione con acido fosfomolibd ico seco ndo HEAno e SoBEL (8

), la rea­
zione con 2,4-dinitrofenilidrazina secondo .Gon.NALL e Mc DoNALO C), la 
reazione di ossidazione con ferricianuro di potassio secondo TALBOT (1°), 
la misura dell'assorbimento nell'U. V., la purificazione con reattivo T di 
Girard ed il frazionamento tra benzene ed acqua secondo HElvfPILL e 
RExss (11), unitamente al met odo biologico della sopraVYivenza al freddo 
secondo :'\IGEO~-DUREUIL ed altri (l~) ed a lla cromatografia SU Ctll'ta Se­

condo BunTO'N, ZAFFARONI e KEUTMAN (13
) . Purtroppo gli Autori sopra 

citati non hanno potuto stabi lire valide correlazioni tra i metodi seguiti 
e di conseguenza questi hanno valore solo se impiegali contemporanea­
mente e per un giudizio di assieme. 

La cromatografia su carta per l 'analisi qual itativa degli estratti di 
corteccia surrenale è stata proposta sia da BunTON, ZAFFARONI e l(EUTMAN 
(Y. 13) ('19M) che da Busn (14) (19~2) nella descrizione dei loro ben noti 
metodi per la cromatografia degli steroid i. 

HoFMAN e STAUDI~GER (15) (·190'1) hanno applicato la cromatografia 
su carta all'analisi di corticoidi in miscela ed in estratti urinari e di cor - l 
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tt'ccin ::urrcnale; i cromntogrnmmi YeniYano trattati con trifen ìltetrazolio 
alcalino e le macchie colornte eluìtc con alcool telraidro[urfurilico; in 
tal e modo YeniYano ottenuti dali qtwnlitali\·i per alcun i gruppi dì ste­
roidi presenti negli ·e stratti, p. e:::. cortisone + idrocorlisone; rorlico­
slerone + 11 -deidrocortic<lsteronc, non ulleriormcnle separabili con il 
sistema cromatografico usato. 

Scll\onz (1 6
) (HJ:.>3) ha descritto l'applicazionl' del reattiYo nll'acido 

ar5enomolib<lico diretlomcnte sui cromatogrnmmi ottenuti secondo i me­
todi <li z.-\FFAH0:'\1 e di Busn per la determinnzione quantilativa dci corti­
coidì sia in miscele sintetiche che in estratti dì corteccia surrenale. 

DE GIUSEPPE c c .\STELLI (17
) (19t>6) hanno applicato le misure spet­

trofotomelriche nell't'. Y., eon la correzione secondo Allcn , ('{l il me­
todo colorimetrico alla fcnili<lrnzina, secondo Porter e Silber ad cstmtti 
in loto ed a frazioni separate mediante cromatografia su carta con il 
metodo di EnEHLEIX e Bo:-;{;IQ\'Aì'\="1 (18

) . 

I risullati ottenuti con i metodi chimico-fisici ~ono difficilmente com­
parabili con quelli ottenuti con i metodi biologici. rn interessante espe­
rimento è stato compiuto da BAI'\ES {v. 4

) il quale, dopo aver determi­
nalo il contenuto in cor·tìcoiòi atliYi (cortisone, idrocortisone, corticoste­
ron e, ·J 1-deidrocort icosterone) di un estratto di corteccia surrenale, con 
la tecnica in precedenza citata, ne ha dedotto l'attività biologica in ter­
mini di unità gl icogeno, secondo il metodo di P.\BST, SnEPI'Ann e J{uJZEN­

C.\ (1 9
), impiegando i Yalori riportati da HAl:'\ES eo) per le attività speci­

fiche dei varii corticoidi nel tesl della p1·oduzione di glicogeno e nel test 
èclla sopravYi,·enza. [Jn lctter·atura sono assai scarsi gli studii sulla atti­
Yità specifica dci vari i cortioosteroidi in diYersi tesls biologici: uno stu­
dio analogo a quello di IIAI:'\ES è riportato da Pr:-;cus (21

)]. 

I risultati di B.-\:-;Es l1anno un particolare interesse poichè la U. S. P. 
XV Ed. (22

) prescriYe che gli estratti di corteccia surrenale siano titolati 
in unità glicogeno, aggiungendo che una unità è pari a 100 p.g di idro­
cortisone (il composto più attivo in questo test) ed i corticosteroidi deter­
minabili con il metodo di BANES (cortisone, idrocorlisone, corticosterone, 
11-deidrocorticosterone) sono praticamente quelli che determinano l'atti­
vità di un estratto di corteccia surrenale rispet to al test della produzione 
di glicogeno. 

Il tentativo di tradurre il contenuto in corticoidi di un ·estrr.tto di 
corteccia surrenale in unità di un metodo di mantenimento in vita non 
ci risulta sia stato fatto: in effetti si incontrano maggiori difficoltà sia 
per le diverse attività specifiche dei varii corticoidi nei diversi tests di 
questo tipo, sia a causa della elevata attìYità dello aldosterone come 
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minerai corlicoide, il quale essentlo presente negli estratti in 1111111ma 

quant.iti\ (qun lche unità %) ò di difficile determinazione quantitatiYa. 
Uli estrntti tli corteccia suncnale impiegal i in terapia in Italia ven­

gono solitamente titolati in l'nit i1 Co1·ticodinamiche (U C D) sccontlo 
il metodo di Bo:MSKO\\' c n .\llì'\SEì'\ C:') eseguito sul topo surrenectomizza­
to : questo l> un test ùi mantenimento in Yita e non fornisce indicazioni 
complete sulla compo:;izionc di un estrutto di corteccia surrenalc ed in 
partic-olare sui cori i co idi glicoatt ivi. 

Alcuni ùi noi hanno avuto occasione di verifìcMe i soddisfacenti 
ri :;ultali offerti dalle tecniche cromatografiche di Busu e di ZAFF.,no;sJ 
nell'analisi quantitati,·a di steroidi corticosimili in preparazioni farma­
ceutiche C") e nella detem1inazione quantitati,-a di cortisone, idrocorti­
snne ed aldosterone in estratti urinarii (25

): abbiamo ritenuto pertanto 
interessante studiare il frazionamento di un estratto di corteccia surre­
nale con le semplici tecnic.he di cromatografia su carta sopra citate, allo 
scopo di determinare quantitativamente il maggior numero possibile dei 
rorticosteroidi, compreso l'aldosterone, contenuti in un estratto di cor­
trccia surrenale. 

In tale modo risulterebbe possibile affiancare al test biologico, della 
<leterminazione della atti,·ità cort icodinamica di un estratto, un test che 
fornisce un ampio quadro della composizione qualilatiYa c quanlitatiYa 
dell'estratto ~tesso e creare inoltr~ la base per un confron to tra i duE.' 
metodi. 

Le tecniche proposte ed i ri~ultnti ottenuti costituiscono l'oggetto del 
presente laYOJ'O. 

P:\HTE SPERDIE:'\T.ALE 

1) RE.\TTI\'1 E 1\(ATEfii.\LE. 

I solnnti impiega ti sono del tipo puro per cromatografia o per 
analisi. 

I reatti,·i sono puri per analisi. 
Gli st.eroidi di riferimento sono puri per anali si o proYengono da 

una raccolta di steroidi di riferimento dell '« U. S. P. Reference Stan­
dards ,, (Sets n. 1, 2, 3). 

La carta usata per la cromatografia è del tipo 'Vhatman n. 1 in 
fogli di cm '19 x 46 con ~ corsie da cm 3,8, di,·ise a matita, oppure di 
cm 3, separate da un distacco di 1 cm; essa vien·e lavata in un apposito 
~oxhlet per '.2'• o•·e con metanolo <' per 24 ore \Oll rlorofnJ'lnio. 
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L'allrezzalunt per kt cromat ografia e per la riYl'lazionc deg li s\eroidi 
è 5lata descritta in :"iote precedenti e 1• ~ 5). 

:?) CIIO)IATOCRAFI.\ su C.\RTA. 

Per i sistemi cloroformioj formnnnnidc di z .,FF.,nu:-;I e H l t loluene 
:)00- eptano oOO- melanolo 700- acqua 300) c C (toluene 900- Acetato di 
etile 100- metanolo t)00 -acqua 500) di Busu, si riman<la alle :'iolc prece­
denti (2 ~· 2~) ed a quelle originali degli AA. citati ( 13

• 
14

). 

Il sistema E 2 B {li EBEHLEI:" e DoNGIOvANNI (1°) (isoottano ;)00 - bu­
lnnolo terziario 2:.>0 - acqua 4:>0) è stato impiegato secondo le istruzioni 
degli A:\., ossia. equil ibrando la striscia nella vasca posta a 36° in ter­
mostato per 13 ore cil'ca e s,·iluppando poi con la fase soh·ente poco 
polare a \cmpcrnlurn nmbiente. Lo ::>Yil uppo a ~Hì0 , seronJo la tccnira 
di Bus11, consigl iala da NEHEn (26

) non ei ha f0rn ito separazioni sod­
d isfocenti. 

3; ni\'ELAZ!O~E DEGLI STEHOIDI. 

Si effellua \On luce U. V. o\Lenuta da una lampada a Yapori di mer­
c·urio con apposito filtro, oppure con soluzione acquosa di blu di tetra­
zolio allo 0 ,1 %. diluita al momento dell'uso con NaOH 2 ~ (1 P+ 9 p) (2•). 

!1) DETERMI~AZIO);E QU.-\:'\TITATIVA DEl CORTICOSTEROIDJ :'\EGLI ESTR.\TTI DI 

CORTECCIA SURRENALE. 

Si effettua con il metodo colorimetrico al blu di tetrazolio secon<lo 
CHE:-; e Coli. (n) modificato come segue: 

- Reattit:i: 

a) soluzione allo 0,;)% di blu di •etrazolio in etanolo assoluto p. a.; 

b) soluzione di tetra mel ilammonio all' 1% in etanolo a~solulo p. a.; 

c) etanolo assoluto p. a.; 

d) miscela acido acetico -etanolo (1: J). 

- P1·epara::,ione del campione: 

a) -sol uzioni acquose: si preleYa un Yolume di soluzione pari a 
cirra oOO U. C. D. c si porta al Yolume di 20 \1113 con a\quo; si estrae la 
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soluzione in imbuto sep<lrnlore (rubinetto lubrificato con glirole) con o 
porzioni da 10 cm~ di doroformio c si lavano gli cslrat.ti cloroformici 
riuniti 3 volte con G cm:• di :iaOll 0 ,1 L' fretlda c 3 volte con t) cm3 di 
acqua ; gli estratti alcnlini riuniti si Invano ccm o cm3 di cloroformio e 
con cs:;o ::;i lavano ~ucn'~::ivnmcntc quelli nequosi. Gli estraili clorofor­
mici si filtrano su colone con poco :"'a 2S0.1 anidro e si evaporano alla 
pompa su b. m. a 50°. Si riprende il residuo con etanolo assolut o in 
modo da aYere con due diluizioni, circa 1-2 {l . C. D. fc.m3

; 

b) polveri liofilizznl e: si proce~J e come sopra dc:;crillo diluendole 
con acqua nei limiti indicate per le soluzioni acquose; 

c) soluzioni concentrate in solvente organico (etanolo, acetato di 
etile): si pr~leva un vohune pari a '100 U. C. D., si .evapora il soh·cnle c 
si riprende con etanolo assoluto, in modo da avere una concentrazione 
d: ·1-2 U. C. D. per cm~. 

- P1·ocedimcn to. La soluzione contenente gli steroid i da ana liznll't~ 
viene portata, in provetta da 10 cm3 graduata e con tappo a smeriglin. 
al volume di 2 cm3 con etanolo assoluto; si aggiungono nell 'ord ine 
0,2 cm3 della soluzione di tetramctilammonio all ''!% e 0,2 cm3 della solu­
zione di blu di telrazolio. si agita e si lascia per 60 minuti al riparo della 
luce. Si . aggiunge poi 1 cm3 della miscela acido acetico - etanolo (reat­
tivo 4) e si porta a 'i cm3 con etanolo. Si misura l'estinzione a ;:>00 mp. ad 
uno spetl rofotomctro o colorimetro contro una prova in bianco prepa­
rata con etanolo ed i rcattivi e si traduce il Yalore dell 'e~tinzioM in 1-Lg 
di sleroide con una cun·a di taratura in precedenza preparata con idro­
cortisone puro a concentrazioni sc<tlari da ;) a IJ.O p.g. 

o) ANALIS I CROl\L\TOGR.\FICA QU.\.:'\TlTr\TJ\'A . 

Su di una striscia di carta per cromatografia e larga 3-3,8 cm si 
depongono con una micropipetla da -100 a 200 p.g di materiale dosato col 
metodo colorimetrico al blu di t.el'razolio descritto. Si utilizzano per la 
cromatografia una oppo1·tuna aliquota dell'estratto cloroformico oppure 
direttamente le soluzioni concentrate in solvente organico; come solvente 
per l 'estratto cloroformico s i impiega una miscela meta nolo-cloroformio 
1 :1, deponendo un YOlume di '100-150 p.l. 

La prova si esegue con almeno 2 strisc-e in para ll elo contenenti lo 
e-::;tratto, una striscia in bianco ed unn o due stri"Sce contenenti i seguenti 
composti di riferimento: 
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Sistema C di Bus rh: idrocori is onc, cort isone, letraidrocortisone, 
t dr<~ idroidrocorl i::une. corlieo~l l'rulli' e , per L lidostcrone, rorlisone­
aldostcronc (*). 

Sistema B J di Bush: <.:orticoslcrone - 11-deidrocorticosterone (com­
posto A), H-dcsossi-1 / -id rossicorlicoslerone (composto S) - 11- desossi­
corticosteron e (composto Q); 

Sistema E2 a: gli stessi composti del s istema B ·1; per l 'aldoste. 
rone : idrocortisone - aldosterone oppure cortisone - aldosterone, secondo 
il tipo (I ella pt·ima nomatogl'lllia impiegala per la separazione dello 
aldosterone; 

Sistema cloro{o1·mio / fonn,ammide : cortisone - idrocortisone. 

A cromatografia ultimata si delimitano con una matita le aree cor­
rispondenti agli steroidi rivclabili alla luoe U. V. nelle st:risce ove si è 
deposto l 'estratto ed in quelle dei composti d i riferimento; successiva­
mente si tratta una de lle stTisce con l 'estratto e queUe con i composti 
di riferimento con il reattivo al blu di Letrazolio, lasciando asciugare 
all'aria i oromatogrammi. Si d elimitano anche in questo caso le aree a 
reazione positiva, prendend o nota della posith·ità o meno dei due saggi 
(gruppoA4 -3-chetonico e catena a lfa-chetolica in C\7). E' possibile a que­
sto punto id e n t ifi care la maggior parte degli steroidi presenti nell ' estrat­
to di corteccia surrenale; per la valutazione quantitativa si contrassegna­
no nel cromatogramma non sviluppato le aree corrispondenti ai vari ste­
roidi identificati , si r itagliano queste aree e si pongono in provette a 
tappo a smeriglio da 1!$ x 110 mm, aggiungendo ad ogni pro" etta 5 cm3 

di etanolo assoluto. Si lascia a contatto per 12 ore circa, poi si pre le­
vano da 2 a 4 cm3 della soluzione, sì trasferiscono in una pro,·etta gra­
duata da 10 cm3 con tappo a smerig lio, se necessario si concentra con 
corrente di azoto a 2 cm3 e si pr-ocede poi a lla determinazione colorime­
trica dei corticosteroidi con il 1·ea ttivo al blu di tetrazolio come sopra 
descritto. 

I risultati si esprimono cakolando il totale dei corticosteroidi recu­
perati dopo la cromatogra fì a -e i valori percentuali dei singoli corticoidi 
sul totale recuperato dopo cromatografia. 

- La dete1minazione di co1·tisone, idrocortisone e loro tetraidrode­
rivati si esegue, sugli eluati di un cromatogramma sviluppato, con il 
sistema C di BusH; la determinazione di cortic.osterone, 11-deidrocortico-

( ' ) L 'aldosterone di rife rimenlo può essere so~liluito con idrocortisone. 
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ste1·one, 1·1-desossi-17-idrossicorticosl ero ne 11 -deso~sicortico~lcrone, si 
c~C'):!IIl' :-: ugli ('!unti (li un t'l'tlll tnlof.!ntmma sY iluppalo rcHt il ~i:>IPHHI B l tl i 

Busn o con il sistema E2 ll. 

- Dete1'mina:ione dcll'a,ldoste?·one. n) Si esegue una cromatografia 
con il sistema cloroformiojformammide su almeno 200 llg di materiale do­
sato con il metodo al blu di tetrazolio e preparato per estrazione clorofor­
mica. La tecnica è quella di NETIER e WETTSTEIN (28

), già in precedenza de­
scritta e~). La frazione contenente l 'al<losterone insieme al cori isone 
viene eluila, purificata da tracce di formammide mediante ripartizione 
cloroformio-acqua e cromatografata ul teriormente con il sistema C di 

BusH o con il sistema E2 B. 

b) Si esegue la cromatografia preliminare con il sistema C di Busn e 
la seconda cromatografia con il sistema E2 B; in questo caso l'aldostero­
ne procede, nella prima separazione cromatografica , unitamcnte ali 'idro­
cortisone ed è necessario eluire questa zona in luogo di quella del 

cortisone. 
Il dosaggio dell 'aldosterone si ·esegue come riportato in e~). effet­

tuando la comparazione con diluizioni scalari di idrocortisone o, in casi 
fa,·Mendi di concentt·azitme, mediante determinazione colot·imetrica con 
il blu di tetrazolio, sull'eluato della zona corrispondente allo steroide. 

L'identificazione dell'aldosterone Yiene eseguita mediante spettro di 
assorbimento o in acido solforico eone., n el quale mezzo 1 'aldosterone 
ha un unico massimo a 288 mi-L e9

) o in acido fosforico al 100%, nel 
quale mezzo l'aldosterone ha un unico massimo a 2 o ffiiJ- e0

)., 

- Distin~ionc d el coTticosl erone dall'11-deossi-17 -id?·ossico?·ticoste­
rone (Composto S). 

Con il sistema B l ùi Busu la separazione corticosterone (composto 
11) - composto S, i quali procedono nell'ordine: origine - B -+ S -
fronte e che in molti casi non è molto netta , può effettuarsi eseguendo 
una cromatografia con il sistema E2 B direttamente con l' estratto o me­
glio con la zona del corticosterone separata con una prima cromatogra­

fi ~:~ nel sistema C di Busn. 

RISULTATI E DlSCUSSfONE 

L ·analisi cromatografica su carta permette, secondo la nostra espe­
rienza, di isolare e determinare quantitativamente (con l'approssima­

zione di + 10%) i seguenti corticosteroidi: 

,,, 

ne. c or 
i<.lrossi-

L ' l 
e:'trnlti 
degli e~ 
('filO C 1 

In 
('OlllpOS 

c •li B 
mente 
drlln fr 
2 c 3) 
t·ortico: 

R1 

l 
l 
! 

~ " 

~ 
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- idrocori iso n L' . l ctrniJ roi<.lroeorlisonc, cori i~on c, ll•l raitl rncort i~o­
nc, COJ'l icostcrone, al\ln:-tt'r'onc ( ±~0%). ll -rlc•idrcworl it·n.-t crcllll'. 1-; ­
itlr·o,si -11-dcSOS$irorl icustcrone. 

L'l l-{]esosi'icnrlicPsleronc., che è contenu to in picco ln qunnlilìt neg li 
e:=; trnlli di rorlrcria Slll'ren:rl e, non è stato da noi idcntifkato in nessuno 
deg li cstrat.Li esa minali; luttm·ia cs~o potrebbe c:s:-r rc facilmente idcntifi­
Céllo c determinato, qualora Yi risultasse presente. 

In un cst ral.to (:'\. J della tabella l) sono stati riscontmti anche due 
C't1mposti, presenti in piccolissime quantità c che precedono, nel sistema 
C 1li llUSII, trn J'origi11C C il lC(l'ilidroidnwortÌ ~!lll C C lllnlto prubnhil ­
menlc idcntilìcnbili con i componenti Aiii c .\ii di Busn e facenti parte 
dPiln frazione amorfa cd un composto (riscontrabi le anche negli estratti 
2 e 3) il qual e procede , nel sisLema B 1 di Bus11, tra il cort i~one ed il 
corticosterone (mollo più vicino a questo), presenti' n ne h 'esso in minime 

Re f . E 

THF'•X 

~ 

o 

Ref. • 

®HF 
dHE 

.8 
~~ A 

Fig. 1. - Cromatografia di un c51rallo 
(E) di corteccia surrenale con il ~isle­
ma C di Bush. (l composti di riferi­
mento sono: colonna di sinis tra da 
allo in basso, idrocortisone, corli~one, 
i. i -dcsossi-·17-idrossicorticosterone l i ­
rlesosskorticosterone. Colonna di de­
stro, tlu all tl in hasso: tetraidroiòro­
cot·tisone. tetraidroèortisone, cort ico­
sterone, 1 ·1-deidrocorlicosl ero ne). Il 
Lrallcggio indica: fluorescenza nell 'L V. 
posiliYa, reazione con B.T. positiva. 
L 'intensità della renzione è proponio­
nulc al tratteggiamento. Le zone pun­
teggiate indkano : ns~enza di fluore­
scenza nell'U.V., reazione con B.T. 

posiliYa. 
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Re f. E Re f. 

e y 

(Js 
~s .A ~ . ~ 

. Q 
Fi~. ':l - Cromato~rafìa di un estratto 
{El di corteccia ~urrenale con il sist-e­
mo B t di Bush. (l compoc;ti di rife­
rimento sono : colonna di , inislra da 
nlto in basso, cortirosterone, H-deidro­
corticosterone; colonna di destra: H ­
de•oc;si- 17-idrossicorticosterone, 1. 'l -de­
sos!'icorlicosterone. n tratteggio indica: 
fluorescenza neii'U.V. po~ith·a, reozio­
ne con B. T. posith·a. L 'inteo>ilà della 
reot.ione è proportionole al tratteggia­
mento. Le zone punteggiate indicano : 
ns~em.a di fluore~cen1.a nell 'O. V., rea-

zione con B.T. positiva. 

Re f. E Re f. 

o ~Al d. 

~ - A 
a f) ~ 

~ ~s 

Fig. 3. • CronJ.ttuJ!rllfìa di un e;,tralto 
(E di corteccia cturrennle c.-on il siste­
ma E 2 B ( l composti di riferimento 
sono: colonna •li cinictt ra da alto in 
basso: idrocortictone, cortisone, corti· 
costerone; c.-olonna di destra da allo in 
basso: aldosterone. t 1-deidrocorlico­
sterone, corticoslt•rone, tl -deso<>~i · l7-
idrossicorticoslerone). li tratteggio in­
dica: fluore!lrenza nell'U.V. positiva, 
rcazion(' l'O li Il . T. po~>ithu . L inleu-i:it 
della reazione ~ proporzionale al trat­
teggiamento. Le zone punteggiate indi­
cano: ossenza di fluorescenza nel-
l'V. V.. rea1ione con R. T. posi tiva. 

4uanlità ed identificabile, probabilmente, con il composto Y di Busu 
(figg. 1, 2 e 3). 
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l ri -. uJt ali òellc analisi e. cguile sono rnggruppnli nella Labella l ; 
dal i riporlnti in cs~a dimostmno: 

a) buon accoròo per gli c~t.rul.ti esaminati , Ira il contenuto in ma­
tcrinl(• riducente il blu di letrazolio dell'estratto cloroformico c la somma 
dci s inf!oli corlicoi!li iden lilicati Nl analizzati dopo lu c:eporntionc ero­
mal o~ rafìca. 

Lo perdite dovute al procc<.lirnenlo cromatografi co di separazione 
sono contenute enlro limiti compatibili con il metodo: l 'estra tto N. 1 
analin.uto quasi subito dopo la preparazione c conservalo in soluzione 
di acclato di etile, in frigorifero, ha dato \ln rccupcro totale, dopo lA 
C'romatogralìa, del mi,:S%. 

Nella tabelln H, inollrc -aono riuniti i \'GIOJ'i di J'ecupero olt cnuti 
C' romatografando una misccla di s tcroidi corti cali puri da noi prcp<Halo. 

-, 
S osta o&a 

T el rnidrocorl isolo 

Cortisolo 

Cortisone 

Corticosterone 

Totnle 

T\BELU. n 

Q uanti tà 
c:romatografata 

in llg 

22 .8 

20,0 

40,0 

16.8 

99,6 

Quantità Recupero 
rec:uperata 

io o/o 
in llg -,- ----

19.5 86 .5 

18 o 90 ,0 

34,25 85,5 

14,5 86,4 

86 .25 1- 86,8 

l ri sultati possono ritenersi soddisfacenti in quanto il recupero del-
1'87-9!:>% è in accordo con quanto ottenibile in generale dopo separazione 
cromatografica accurata, t-enendo inoltre conto che i dali di estinzione 
ottenuti con la reazione al blu di telrazolio vengono riferiti nd una curva 
di laratura ricavata con idrocorlisone mentre le estinzioni specifiche dei 
,·arii COI'licostel'oidi sono un po ' ùiverse fra di loro ; 

b) relatiYamcntc all'estratto N. 1 abbiamo calcolato le unità gli­
cogeno, definite seC'ondo il melodo <li PABST e Coli . (1'), in base alla com­
posizione percentuale dell 'estratto, analogamente a quanto eseguito da 
BA"'ES (4), ottenendo i risultati riportati nella tabella III . 



.. 

Steroid .. 

l oh'tlCOrl i su ne 

Cor-li:;ouc 

Corticosterone 

t 1 -deidrocoi·lico~leronc 

Totale 

- IOO:i 

T.\ IlE LI..\ III 

Contenuto io rng c:m 

d .. i oingoli stuoidi 

0.276 . 2.02 0,550 

0,301 . 2.02 - 0.607 

0,190 . 2,02 - 0.382 

0,089 . 2.02 - 0.167 

L:nit:. pu mg Unità pu cm3 

di st .. roid .. (l'') tli estrotllo 

IO 5,5 

5 3,03 

3.6 1.37 

2,8 0,46 

10.36 

Il r isultato può ritenersi soddisfacente in quanto l 'estratto l'\. -t è 
un estratto concentro.lo cd il t.ilolo ·espr·esso in l'nilò. gli cogeno sarebbe 
equi,•alente, secondo le pr·cscr·izioni della Farmacopea .\ mericana XV Ed. , 
" mg 1,036 di idrocortisone per cm3 di estrn tlo; 

c) la determinazione <.lell'nldosterone è stata condotta con soddi­
-.inccnti risultati su 3 C'trotti, ottenendo '"lori cnmpr·esi tra r t ed il 
2°0 circa dei corticoidi lolal i: si raccomanda ~rmpre, nei casi incerti 
c qt.tando il materiale è disponibile, di esegui•·e uno spettro in acido 
solforico o fosforico concrntrati per controllarne l 'klentità. rella fig. 4 è 
r iportato lo spettro della frazione contenente al<.losteione di un estratto 
eli cot·leccia surrenale t' di un campione di aldostt•rone puro. 

In conclusione i risultai i ollenihi li con il metodo proposto permet­
iono di conseguire i seguenti obirlli\"i: 

1) integrare i dali ollenu li col test biologico di mantenimento, 
secondo BoMSKow e BAlTNSEN, çon la conoscenza della composizione qua­
lilativa e quantitaliva di un estratto; 

2) controllare eventuali aggiunte di sle r·oidi corlicosimili di sin­
lesi (p. es.: fluoroderivali, ~ 1-<.lcrivati, ecc.); 

3) determinare la composizione tipo degli estratti di corteccia sur­
rrnale preparati sempre con la medesima tecnica d i preparazione; 

4) controllare eventuali aggiunte di corticosleroidi sintetici in mi­
sura tale da rappresentare una sofisticazione e da falsare le titolarioni 
biologiche (p. es. aggiunte di desossicorticosterone, cortisone, idrocor­
tisone, ecc.); 
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5) stabilire un nesso lra il contenuto in slcroidi glico-altivi come 
cortisone, idrocorlisone, corticosterone, 11-tlcidrocorlicostcrone c con ~e­

nulo in unilìt glicogeno dcll'eslf'allo, anulogarncntc a quanlo proposto da 
UANES per il metodo cromnl o~rnfìro su colonna. 

E1cm 

400 

300 

200 

IOO 

220 240 2&0 280 300 320 340 3&0 380 
m,u 

Fig. 4. - Speltri di aS!>orbimento in arido solroril-o con­
centralo di: ( l ) campione puro di nldo!'lerone; (21 compio· 
ne di aldoslerone eluito da cromaloernfìn . Questo "peltro l'o 
stato otlenuto ~attraendo lo spettro' della prova in bianco, 

ciTellunla sull 'clnato della ~oln l'll l'la. 

L' insieme di quesli l'isullali, che riteniamo positivi, ci incoraggia. 
ad ampliare le nostre esperienze con l 'applicazione di questa melodica 
ad un più elevato numero di estratti di corteccia surrenale e a tentare 
un confronto lra i dali in tal modo ottenuti e quelli ottenuti invece con 
l'applicazione del metodo biologico di BoMsKow e BAIISEN. 

H.oma - l stitulo Superiore di Sanità - Laboratori di Biologia. 
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78. A. OALAMINI e Lucia MAGGIORE. - Effetto di alcuni a nt ibiotici e della 
vitamina 8 1:! sull'accrescimento e su lla metamorfosi dei g irini 
di Bufo Vulgaris. 

Riassunto.- :'i è :<ludiula J'a;iorw di <~kuni antibiotici e della vi­
tanrinn Il ,~ ~ ull"arrn·sc imt' lll o r -.u lla mèlarttt'l'ft'"L eli t!ir·ini di Buio vttl­
ynri'. Sono slah' ;~doperatc: Pl'nicillina, Diid rn!'lr•'l'l"mieirw. L:ltll'\lll t­
f('llÌ\'n lo. 0 :-:sitelr\lcidina nlll' do::i el i 11\g ~iOO c JOOO l, Clorlclmridi­
na Hllc tlosi di mt: 200 c :i00/1, Tcll'llcirl ino cd Eritmmirill<l alla dose di 
mg :)00/ 1. Yitamina B L~ alla <lo::e {li t~y / 1. 

~ono stati falli l't gru ppi di 15 r lelllenti t·ia:;cuno. omogenei per· età 
e prr ::,·iluppo, tenuti nl:' ll e stesse condizioni di luce e di lt'mperatura. 
in 'nschette contenenti ciascuna l J di acqua di fonte e riCCYcnti per 
alinH•nlo g 2 di mi:::cela òi luol'lo d'uoYo essiccato e poh·erizzalo e pane 
grattuggia lo. 

Dni risu ltati ollr11uti risull<1 che: 

a) f:woriscono l'accre ... cimento e la metamorfosi la Penicillina e la 
Diidrostreptomicinn alla dose di oOO mg, la Yilnmina B, ~ alla dose di 4 y ; 

b) Si è osse r"nto accrescimento corporeo inferiore ai precedenti e 
ritardo della metamorfosi per la Pen icil lina c la Oiidro~t reptomicina alla 
dose d i 1000 mg; 

c) Hanno c:;crci lato in generale in ibi;ione dl•lla crescita e della 
melnmorfo i gli allr·i antibiotici somministrati alla do c di ;)00 mg; 

d) Si è d imostrata <lei tutto tossica 1'.\ureomicina alla dose di 
500 mg; somministrata alla dose di 200 mg ha prodotto un ' inibizione 
clt-lla <.'rescita che ::i è accompa~nata ron accclemtione dello melmnorfo::.i. 

Summary. - 'J'hc effecls or some antibiotics and of ,·itamin B12 

on the growth and metamorphosis of Bufo vulgaris tndpoles have been 
studied. Penicill in, Dihydrostr·eptomycine, Chlol'amphcnicol and Oxytc­
t.racycl ine \,·ere testcd in do es of 500 and 1000 mgfl ; Chlor·tetracycline 
was tested at 200 and oOO mg/1 and Telracycl ine and Erithromycine 
were lesled al ~00 mg/1 Yitumin lll 2 was lcsled at 4 p.g/1. 

Fourtecn gr·oups, each of lo individuals were set up. The indi­
vidua ls were se leclcd as homogeneous for age und de,·elopment and each 
group was hcld under identi ca] condilions o r lighting and temperature 
in baths holding 1 l of tap watcr . They wcr·e sed "ith 2 g or a dricd 
and powdered mi xl ure of cgg yolk and bread crumbs. 

The following rcsu lts wcre obtained. 
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Penicillin and Dihydrosl•·epltllllyci•w in ~iOO mg doses and Yitamin 
ul ~ in a 4 Il:! dose favoun·d growl h an d metnmnrplwsi:-:. 

Do:;es of 1000 mg of Pcnicillin nnd llihydrnstrept•)m~-c in e produced 
infcrior body growlh :md rl'lar<kd n•etamorpho:-:ì:-; when compared wilh 
these pre,·ious resnlls. 

Ali lhe other' antihiotirs in t)OO mg doses JH'OÒlll'l'd a gl'llcral ìnhìbì­
tion of growt.h nnd me.lomorphosis. 

.\ ureom yrin in a 500 mg dose proYcd t o hl' complete!~· t o x i c but in 
a 200 mg dose il inhibite<l gro,Yth but acceler.-.ted ml'lorphosìs. 

E' nolo che la crescita ùi alt-uni microl'ganìsmi è stimolata dall'ag­
giunta al mezzo di cultura di opportune quantità, in genere minime, di 
fattori vilaminici idrosolubili e anche dì alouni antibiotici, in dosi estre­
mamente piccole, quali ad es. : la Penicillina e la Streptomicina. 

E" anche noto che altri antibiotici, come L\ureomicina, aggiunti al 
cibo. promuovono la nescila in numerosi animali a sangue caldo: pul­
cino. tacchino, maiale, Yitello, ralto e che questo effetto è più pr·onun­
ziato se il cibo somministrato contiene Vitamina B1~. 

Con la presente ricerca si è Yoluto si udiare la eY<~ntuale presenza di 
questa azione stimolante i processi metabolici delle cellule in attiva mol­
tiplicazione, sulla crescita e sulla metamorfosi dei girini di Bufo Yulga­
ri s. I girini di rospo, nei quali Lali processi regolati dalla tiroide sono 
particolarmente attìYi, costituiscono a giudizio di numerosi .\.-\.. un otti­
mo test per lo studio dei fenom eni dell'accrescimento e dei rapporti 
esistenti fra i fattori di cre.scita esogeni e-d endogeni. 

:::-carse sono le ossen·azioni allualmen te esistenti in letteratura: essP. 
ri guardano un icamenle la Penicillina e l 'Aureomicina. 

TELKKX e l\l usT,\KALLIO (l) troYat'ono che l '.\ ureomicina promuoYeva 
la crescita dei girini di Rana Temporaria alimentati con polvere di fe­
ga to. ma non ossen·arono differenze nel decor o della metamorfo'i. 

In successive ricerche (Z) troYarono che il ritardo della metamoforsi 
dci girini era il principale fattore dell 'aumento di peso corporeo degli 
stessi dopo traltamento con l 'Aureomicina. Pertanto l'Aureomicina non 
eSeTC.ita\'tl nei girini l 'azione di fattore proleÌCO anim rt]e. OSSCI'\'afa inYeCe 
nei microrganismi (3). 

Gli stessi AA. hanno osservato che nè la Yìtamina B12 • nè l 'acido 
folico esercitano alcuna az.ione sulla metamorfosi. 

L'azione inibente dell'Aureomicina sulla metamorfosi è stata più 
rt•centemente confermata da SANFILIPPO (4). 

CHIUINI C) ha studiato sui girini l 'azione della Penicillina sull 'accre-
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scimento e sulla difkrenzazioi1e l'd ha dilllostra to che l'agg iunta di pic­
cole dosi al cibo prO\'ClCa un accrescimento corporeo proporzionale alla 
quantilìl di ·JwOd l)ll <l somministrato e che sulln mclanH)rfosi può agire 
turban<lo l'armon ia del processo. 

)1:\TERJALE E TEC\IC:\ 

Abbiamo adoperato , per i nostri espcrimei1ti, girin i di 13ufo Vulga­
ris proYenienti da uon1 di una stessa deposizione. I girini furono divisi 
in 14 gruppi di H) clementi ciascuno, omogenei per età (11 gg. di vita 
lan·ale, per peso complessi\·o di 550 mg circ.a) e sta<lio di sviluppo non 
essendo ancora macroscopicamente Yisibile la gemma di formazione de­

gli arti. 
I diYersi gruppi sono stati tenu ti ne!Me s tesse cond izion i di luce e di 

temperatura, in vaschette contenenti ciascuna l 1 di acqua di fonte e 
ricevevano per alimento g 2 di miscela in parti uguali di tuorlo essicca­
to e polverizzato e pane grattuggiato. 

Il primo gruppo è stato mantenuto conie controllo senza alcun trat~ 
tu mento. 

T :::uccessivi 13 gruppi riceYeYano giornalmente l'aggiunta, in polve­
re, di un supplemento di antibiotico , come è indicato nel seguente schema: 

Gruppo 

2 
3 
4 
5 
6 
7 

8 
9 

IO 
11 
12 
13 
14 

Supplemeoto gioroalie ro 

Penicillina sodic3 I.S.S. 
Penicillina sodica I.S.S. 
Diidrostreptomicioa solfato (Squibb) . · . 
Diidrostreptomicioa solfato (Squibb) . . 
Cloramfenicolo (Parke Da,·is) o Cloromicetina 
Cloramfenic-olo 1Parke DaYisì o Cloromicetina 
Clorotetraciclina (Lederle) o Aureomici na 
Clorotetraciclina tLederle) o Aureomicina 
Ossitetraciclina cloruro (Pfizer) o Tenamicina 
Ossitetraciclina cloruro (Piìzer) o Terramicina 
Tetraciclina cloruro (l'lizer) 
Eritromicina stearnto (Ahhott ) 
Vitamina B, 2 • 

QuantifÀ 

mg 500 
mg 1000 
mg 500 
rng 1000 
mg 500 
rng 1000 
rng 600 
mg 200 
mg 500 
rng 1000 
mg 500 
rng 500 

y 4 

L 'acqua, l'alimento, l 'antibiotico e la Vitamina B12 (per il gruppo 
che la riceveva) venivano rinnovati ogni giorno. 

Le dosi di antibiotico impiegate erano state da noi precedentemen­
te stabilite con una serie di prove ori enta tive di tossicità. 

Per ciascun gruppo il tratt11mento è stato proseguito sino alla me-

tmn orfo 
per i g 
fo~i . 

Il ) 
girini 

vano p< 
Gic 

degli a1 
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Il 1 

~ 4.5 
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0.5 

Fig. ·1 
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t<Jmorfosi compll'la con un periodo nw::simo di t)~:-en·azionc di !)5 gg . 
per i gruppi c.hc non n,·c,·n no manifestato alcun nc.-re nno di melnmor­
fo.si. 

Il peso dci girini d i c-in:::cun gruppo ,·cni,·a riln-ato or:ni ~i giorn i: 
i girini, tolti dalle ri,::pctliYr Ynsc- hctt c, asci ugati s u carta bibu la, veni­
Yano pesati gruppo JWr gruppo in ]Wsnfiltri tm·ati. 

Giornnlmcnte Yeni\'l\ crrcttunlo il riliCYO dr !In C\'Clll uale comparsa 
degli a rti e scompar::-a della coda. 

RISULTATI 

I risu lt ati ottenuti sono riportati nei grnlìci e nl'lla tabe lla. 
Il grafico n. 1 riguarda le eu rH• di accrcscimcnt o med io dei diversi 

4,0 

3,5 

3,0 

2,5 

2.0 

1,5 

1,0 

0.5 

o compa~sa art i posteri::~ri 
o comparsa arti anteriori 
A scompèrsa co<1a 

2 

7 

9 

0
'
25

1 ."---sr---,...-o--,~5--2-r0--2-r5--..,.30---.:Js---.40---,4r-5 --sr-o--­

giorni di trattamento 

Fig. L - Curva di accrescimento con contrasseg ni della comparsa degli arti e 
scomparsa della coda : 

1) Diidrostreplomicina 
2) Controllo 
3) Penicillina 
4) Vitamina B12 
!l) Eritromicina 
6) Clorotetraciclina 
i ) Ossitetraciclina 
8) Cloramfenicolo 
9: Cloramfenicolo 

dose mg oOO pro die 

)) )) )) )) )) 

)) y 4 )) )) 

)) mg i:SOO )) )) 

)) )) )) )) )) 

)) ) ) )) )) )) 

)) )) )) )) )) 

)) )) )) )) )) 
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gruppi trattati giornalmente cnn ~00 mg di un antibiotico e del gruppo 
tn tltat o con t• y (li Yitaminn 1\~ : 

Il grafico n. 2 ripol'la inYeCl' le cmve di arere::.cimcnto ollcnute dopo 
trattamento gioma li crn con 1 g di an tibiotico ad eccezione lklla Clorote­
lrncicl ina. 

l 'n gruppo di girini riportato in que~to ~rafiro ha ricevuto infatti 

3,5 

3.0 

2.5 

2,0 

1.5 

1.0 

0,5 

o comparsa arti posteriori 
o comparsa arti anteriori 
c,. scomparsa coda 

4 

Q2SL----.----r----r----r----r----~--~----.---~----,-
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 

giorni di trattamentc 

Fig. 2. - CurYe di accre5cimento con L'ontrns:<t!gni della comparsa degli 
arti e della scorupar;:a della coda : 

1. ) Cloramienkolo dose g l pro clie 
2) Controllo 
3) Diidrostreptoruicina dose g. l pro rlie 
4) Penicillina dose g l pro die 
!'\) Clorot•?traciclina do;:e mg 200 pro rlie 
6) Ossitetraciclina dose g l pro die 

le dosi giornaliere di 200 mg di quc::.to antibiotico che sin dalle prime 
prove di orientamento ~i era dimost.rato to~sico alle dosi di ;)00 mg. 

Nelle curve ponderali dei girini sono posti contrassegni indicanti la 
r.omparsa degli arti posteriori. degli arti anteriori e la scomparsa della 
coda. I contrassegni sono stati posti in corrispondenza dei giorni nei 
quali le modifìcazioni morfologiche risultavano completate. 

I dati relativi a tali fenomeni possono esser-e anche esaminati nella 
tabella e nelle fotografie dei girini fatte al 20° giorno di trattamento. 
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Dal complesso dci dati riporta l i emergono i 5eguenti fatti: 

a) Sia la Penicil lina che lu Diidros tJ·rptomicina, somministrate ai 
girini alle dosi di oOO mg, hanno esercital o una azione favorente la cre­
scita e accelerante la metamorfosi. 

L'attività della Diidrostreplomicina è slala più e,·idente di quella 
della Penicillina cd anche della U, ~ con la quale però la mclamorfo~i 

completa si è a,·uta in un l l' IIIJlO pitJ bre,·e (inizifJ Hl" - termin e 21" 
g iorno). 

Da notare come la metamorfosi inizi con la Diidrostreptomicina pri­
ma (18° giorno) che con la Peni cillina (20° giorno) ma si completa più 
tardi (35° giorno) (Fig . 3). 

Alla dose di 1000 mg, con ambedue gli ant ibiotici. si è ossenata 
una lieve inibizione dell'accrescimento corporeo e un ritardo della meta­
morfosi, che, peraltro, è avYenula in modo completo. 

b) Gli altri ant.ibiotici, somministrati alle dosi di ::100 mg. hanno 
esercitato, in generale, inibizione della cresoita e assenza di metamor­
fosi, secondo il seguente ordine crescente di tossicità: 
:.:. l 

1) Erit1·omicina (assenza di metamorfosi, inibizione della cresci-
ta; morte al 33° giorno); 

2) Cloramfenico lo (assenza di melamol'fo~i. maggiore inibizion • 
<.l ella crescita; morte al 40° giorno); 

3) TetTaciclina (inibizione totale della crescita e della metamor­
fosi; sopravYiYenza sino al M 0 giorno) ; 

4) Terramicina (assenza di metamo1·fosi. inibizione della crescita. 
ma più lunga sopraniYenza ; morte al 51° g iorno): 

c) L'Aureomicina si è dimostrala del tutto tossica alla dose di 
!JOO mg aYendo causato la morte dei g irini al 3° giorno di trattamento. 
Somministrata alla dose di 200 mg, (graftro n. 2). ha prodotto a con­
ferma dei dati riportati in lett eratura, una inibizione della crescita, chi' 
si è accompagnata con l'accelerazione della metamorfosi. 

Roma - l5tituto Superiore di Snnitil . Lohoratori oli Biologia. 
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79. S. ANSELMI, L BONIFORTI e R. MONACELU . - Analisi cromatografica 
delle sostanze grasse in fase di vapore. - Nota II . T ecnica di 
esecuzione e cromatogrammi di a lcuni olii e grassi vegeta li 
ed a nimali. (*J 

Riassunto. - Pn nwzzo J elln CJ'Olllttlogralia in fase di vapore è s tata 
identificata la natura degli a cidi grassi che costit uiscono diversi olii e 
grassi vegetali ed animali. Dopo la descrizione della tecnica impiegala, 
vengono confrontai i i grafici o t l cnuti con oli i di oliva d i di versa prove­
ni enza s ia fm di loro che ron quelli di a ltri ol ii e gt·a s i. 

Summary.- The natur-e of the fatty aciùs which Jorm differ ent 
n :ge lnble and an imai oil~ and fals ha~ been i<lcntificd by means of gas 
chronwtography. .\ ft er thc tec: hnique <'mploycd has becn ùescribed, a 
comparison is mad c hel wcen the graph ::: obta incd from oliYe oils fi'Olll 

diìfet'ent sonrres and between lhe:::e nnd t he gt·aphs of ol her oils and fa ls . 

L· applicazione della croma t o grafia in fase di va p ore ali ' identifi ca­
zione ed all 'e,·entuale do~nggio dei componenti di una miscela di acidi 
grassi o di una sostanza grassa, è stata, in quesli ultimi a nni , oggetto di 
studi o da parte di molti sperimentalori . Così su tale argomento esiste un 
gran num ero di lavori che R. PECSOK (1) e E. BAYER (2) hanno raccolto e 
c:oordinato in due Yolumi da loro r ispettivamen te pubblicati , ed ai quali 
rimandia m o per ogni ricerca bibliogra fi ca. 

Tutti gli Autori sono concordi nell'ammettere che il materiale da 
esaminare Yenga trasformato, per abbassare il peso mol ecolare e quindi 
il punto di ebollizione dei costituenti e per altre ragioni tecniche, nei 
rispetth-i esteri metilici dei componen ti acidi contenuti nel prodotto, di 
u:;ar e, come fase stazionaria di ripa rtizione, u Grassi al s ilicone '' 
(A piezon l\ l ed L), per separare e, di conseguenza, iden tificare gli acidi · 
grassi a seconda del num ero d i atomi di carbonio possed uto, e di adope­
rare la fase stazionaria a poli esteri degli acidi adipico o succinico con 
glicole etilenico, dietilenico e butilenico per mettere in evidenza la pre­
senza di a cidi grassi a s tesso numero di a lomi di carbon io a catena satura 
ed a catena insatura . In pratica, non conoscendosi la composizione del 

•. • · Questo ln,·oro è sta to già pubhlicato in u Olenria '' 14 : 47 (1960). 
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prodotto in esaml'. viene generalm ente usaln qu est'ultima fase ~!azi ona­
ria , la quale- permette ùi eseguire conlemporanenmen t,e ambcòue le sepa­
razioni c quinùi In COlllJll<'lU idenlifiwzionc dci vari componenti. 

Della vasta bibliogrc.tfiu esistente sull 'argomento, la maggior parte 
r deòicala a lla separazione ed idcntifìcuzione dci componenti di miscele 
di nc idi grassi, delle quali, molle volte, per stabilire le condizioni di la­
voro, si conosceva in pre!'edenza la composizione perchè preparata a tale 
scopo. 

Pochi sono, in vece, i lavori dedicati dagli Autori allo studio delle 
sostnnze naturali, benehè, come riporta P. r.novJN (3), A. T . .TkMES e 
A . .l. P. l'lAnTIJ'\ (4

), che possono essere considerali come i primi speri­
rnenlnlori che applicarono la cromatografia in fase di vapore allo studio 
ò~lle sostanze grnsse, espongano esper i em~e eseguile su sostanze grasse 
naturali come il grnsso del la tte di capra e l 'olio di oliva. 

Recentement(' n . .i'\. CnAlG e N. L. MURTY ( 5) hanno riferito le espe­
rienze eseguite con qucsl 0 moderno metodo di indagine per stabilire la 
composizione -dell 'olio di arachide, di oliYa, di grano, òi girasole, di soia 
P di lino. Poichè alcun i degli olii presi in considerazione contengono 
acidi a stesso numero di nt0mi di carbonio , ma a catena sia natura sia 
insatura, gli AA. hanno usato per separnrli fasi stazionarie a base di po­
li esteri dell'acido succini('O e dell'aci·do adipico confrontandone la effi­
cacia a tale scopo. Essi, così, sono riusciti n separare completamente 
l'uno dali 'altro gli acidi a diciotto atomi di ca rbonio e cioè lo stearico , 
l'oleico, il li noleico, il linolenico. Gli stessi Autori hanno messo in eYi­
denza come Yi sia corrispondenza fra i dati ottenut i con la cromatogr·afia 
in fase di ,·aporE' e qu elli del numero di iod io ottenuti per via umida 
con il metodo di Vijs, e l 'esame spettrofotomctrico per quanto riguarda 
la presenza di dieni e di trieni. 

La possibilità òi potere conoscere con relativa facilità e con molta 
ptecisione la composizione di un prodotto naturale ci ha spinti a sol.lo­
porre all 'esame cromatografico in fase di vapore rparecchi prodotti natu ·· 
ra li puri, i cui grafici sono stati raccolti allo scopo di ottenere dei ter­
mini d i paragone con i quali confrontare i grafici ottenuti dai prodotti 
commerciali. La presenza nei grafici ottenuti da quest'ultimi di uno o 
più acidi non inclusi nei rispetl ivi grafici dei prodotti puri viene a d e­
notare che la sostanza in esame ha subito una aggiunta di altre sostanze. 
In questo modo si ritiene che venga ad essere soddisfatta la condizione 
•· che la sofisticazione òi un olio di oliva (ora si può generalizzare e dire 
di una sostanza grassa) viene ad essere svelata con l'identificazione di un 
ciemento estraneo alla composizion e del prodotto genuino » posta in un 
w ecedente studio (6). 
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~\ hbiamo, perlanl o, preso in esam e i seguenti campioni :-u lla eu i 
genuinità siamo perfettamente certi in quanto preparat.i in lahomtorio. 
acl N'cczione di CJlH' IIo d i ::.emi di lhc, partendo da olive, semi e Ja gras::. i 
gr·e~)! i consegnatici Jirel lnmenle dal mnlLatoio: 

Olio di oliva Yergine to::.cano, ligure, spagnolo c tunisino, olio di 
oli"<'l rettifìrnto n. olio di lino, olio di the, olio di arachide, olio di colza. 
oli o eli soia , olio di Yinnccioli, olio di cocco, olio di palmisto, olio di 

palma e g rasso di cavallo . 
Per potere, con precisione, ind ividuare i vari acid i abbiamo sotto­

po::.to ad esame, nelle ste::.se collllizioni di esperienza, una miscela di este­
ri mrtilici ottenuti da ac.idi grassi puri acquistati dal commercio. P er 
l' iùenlifìèazione degli acidi a catena insatura ci siamo serviti degli esteri 
mel il ici ottenuti. per intrre::.terificazionc, da li 'ol io di lino. 

L ·applicazione di questo metodo per svelare le frodi è condivisa da 
G. e J. \YoLFF i quali, in un recentissimo lavoro, di cui abbiamo aYut o 
r:ot i zia quando le éspericnze che riferiamo era no ultimate, studiano la 
composizione del burro, dell'olio di cocco e dell 'olio di palmisto arri­
vando a stabilire la presenza, anche in piccole quantità, di questi due 
ultimi olii nel burro. 

Per mettere tutti gli sperimentatori in condizione d i potere r ipetere 
Il' esperienze che riferiamo, descriviamo in ogni particolare, come g ià · 
fatto nella nota precedente sull 'identificazione della presenza di glicol e 
e t i le n i co e di esteri metilici nelle sostanze grasse (8

), la tecnica seguita 
l ' lt;> condi7.ioni d i sperimentazione. 

P nEP A RAZIONE DEGLI ESTERI l\IETILICL 

1) Per olii c grassi con acidità , espressa in acido oleico, non su­
p('riore al ::l%. 

In questo taso si ricorre all'interesterifìcazione con alcool met ili­
co (') operando come segue : 

In un palloncino della capacità d i circa cm 3 100 si pesano g 2 eire.."'\ 
<!elrolio o del grasso, preYiamente filtrati, si aggiungono cm3 3::> di alcool 
mrt ilico e si fa bollire, cper alcuni min uti , con refrigerante a ricadere 
munito all'estremità di un tubicino riempito con calce sodata. Quindi si 
nllontana la fiamma e si versano rapidamente nel palloncino cm3 3,::> d i 
una soluzione all''!% di mctilato sodico in alcool metilico anidro. Que­
::. ta soluzione si ottiene sciogliendo la qua ntità stechiometrica. di sodio 
metallico in alcool metilico reso anidro per trattamento con magnesio e 
iodio e succc~~i,·a di~t i llazione (1°). Si coJl.ega di nuovo il palloncino a l 
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refrigerante a rica{lcrc c :::i fa bollire, sempre su piccola fiamma, per circa 
lt ore. Si noterà che nel cor·so ùci primi lO-H.i minuti di ebollizione. 
dopo l'aggiunta di metilnl o, l'olio si disc iogl ie nell 'alcool e la soluzione 
diYiene omogenea. 

Quindi si interrompe il riscaldamento c, dopo raffreddamento , si 
,·er::a la sol uzione mctilica in imbut o separatore <la cm3 250 circa , 
si aggiungono cm3 :\\)-'...0 d i et ere et i l i co, cm3 100 d i acqua e-ti 
alc-un i cm3 di una soluzione acquosa d i 'aCl satura. Si agita 
c si lascia quindi in riposo fino a che le due fasi, l'acquosa e l' eterea, si 
siano perfettamente separate. La fase acquosa si Lrasferiscè in un secon­
do imbuto separatore e ~ i estrae di nuovo con cm3 2t> di etere etilico . Si 
elimina la fuse acquosa , si riuniscono gli estratti eterei, quindi si ag­
giungono cm3 !:IO di etere di petrolio che provocano la separazione di una 
discreta quantità di acqua, la qual e si elimina. Il liquido etereo si lava , 
quindi, per tre YOlle con cm3 10-1!:1 di acqua, si d isidrata con alcuni 
grammi di solfato sod ico anidr'o, s i filtra su colone e si raccoglie in un 
ralloncino. Si distilla il solvente su bagnomaria bollente; le ultime trac­
ce di solvente si eliminan o con una leggera corrente di aria. Si deYe no­
tare, però, che nel caso d el burro, margarina ed a ltri grassi simili si 
hanno notevoli perdite d egli esteri metilici degli acidi inferiori (butirri­
co, isoYalerianico, caprm1ico) sia a causa della loro elevata volatili tà, sia 
a causa della loro solubilità in acqua e pertanto il metodo descritto nnn 
può applicarsi per un dosaggio quanlilati,·o di questi acidi. Su questo 
at·gomento abbiamo già raccolto del materiale sperimentale che riferi­
r~>mo in una prossima nola. 

2) Per olii e gr'assi con acid ità, c pres a in acido oleico, superiore 
al 5% e per acidi grassi puri. 

In questi casi s i preparano gli esteri melilici, d irettamente se tra t­
tasi di acidi .grassi puri , oppure estraenòo gli acidi grassi dall 'olio o dal 
grasso in esame con il metodo normnle ed estcriJìcandoli quindi con 
alcool metilico come segue : 

g 2 circa degli acidi grassi si pongo no in un palloncino da cm3 100, 
vi si aggiungono cm 3 2t'i di alcool melilieo cont enente il 4% in peso di 
acido solforioo concentrato (d = 1,84) e si fa bollire a ricadere per circa 
8 ore su piccola fiamma. 

L 'estrazione degli esteri metilici si esegue, quindi, come è già stato 
descritto nel caso della jntercsteriJìcazionc, twc ndo cura di lavare la so­
luzione eterea finale ripetutamente con acqua per eliminare completa­
mente ogni traccia di acido solforico. 
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C ONOIZIONI SPERIJ\1 E:"'f ALI. 

Colonna cromnt ografica <li rame, Jiamelro mm 4, lunghezza m 2 
riempit,a con Celil.c (; 22 al 2tS % <li poliesterc dell'acido succinico con 
glicolc eLilenico da noi prepuralo secondo CnAJG (3). 

Tcmperat.ura de lla co lonna: ~W011C ; temperatura dell'evapornlore: 
~100°C. 

Gas di trasporto: eli o, flm•~o 2,o 1/h. 
Quantità di sostanza impiegala: 2-4 p.l. 
I singoli grafici sono stuli olt cnuli mantenendo invariata la sensibi­

lità del registrator·e <]all 'inizio all a fin e, per a,·e,·e un rapporto rea le fra 
Ìl' quantità dei vari acidi p r·esenti. 

E' facile ricn,·a ,·e Jall'area dei picc hi le percentuali dei singoli acidi, 
percentuali che, come si può facilmente verifi care, rientrano nei limiti 
riportati dai testi classici. Nel calcolo di esse bisogna lcner presente che, 
clato il t ipo di r il evatore impiegaLo, il qua le misura la quantità di CO~ 
proveniente dalla combustione d ell a sostanza all 'useita d ella colonna, 
il valore dell'area deYe essere moltiplicato per un fattore d i correzione, 
calcolato in base al numero di atomi di carbonio presente nella molecola 
dell 'estere metilico di ciascun acido grasso e da noi , per comodità, rife­
rito al valore dello stearato di metile posto uguale all'unità. 

I fattori di correzione dei vari esteri metilici sono riportati nella Ta­
bel la 1 . Le differenze fra gli esteri d i aridi saturi e non saturi con uguale 

TA B. t. - FATIORI DJ CORREZIOXE PER l QUALI DEVO~O ~IOLTIPLICARSI I VALORI 
DELLE AREE DEGLI ESTERI MtTJLlCI DEGLI ACJOJ GRASSI 

Caprilato di metile Le. 1,11 913 
Capralo di mctile l l 1 ,Oi796 
Laurato di m etile )) 1 , 0'~947 

Miristato di metile )) t ,028oi 
Palmilalo di m etile )) l ,01262 
Stearato di metile )) 1,00000 
Arachida to di metile )) 0,989i 8 
Beh cnato di metile )) 0,98134 

numero di atomi di carbonio possono essere trasc urate ed, in prima ap­
prossimazione, possono esser e anche trascurate le differenze fra gli acidi 
aventi un nu mero di atomi di C molto vicino. 
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Per aYcrc un termini' di confronto per stabilire tli quali acidi sono 
c.omposti i gliceridi che costituiscono gli olii cd i grassi commestibili , 
abbinmo ritenuto opportuno riportare per primo il grafico ottenuto dagli 
esteri metilici dcriYati dagli acidi grassi saturi che più comunemente 
entrano nella composi1.ione di tali prodotti. Così, furono mescolate in­
sieme uguali quantitit d 0;;li aridi !aurico, miri::tico, palmitico, slearico e 
behrnico, acquistati dal r.ommcrc.io c dich iarali chimicamente puri dalle 
yarie case produttrici. Con questa miscela , previa esterificazione, si è 
ottenuto il grafico riportato nella Fig. 1. Esso ha messo in ril ievo picco­
l o=: quantità -degli acidi caprico cd arachico, che non erano stati intro­
dotti nella miscela primiti,·a, ma, come si è potuto constatare dai gra­
lici. ::.ingolarmenlc ottenuti, dei var! ac.idi, erano con tenuti come impu­
rezze r ispettivamente nell 'acido laurico e behenico. 

Il grafico di paragone per l ' i<.lenlificazione degli acidi a catena insa­
tura, presenti in un prodotto nni lamcnte a quelli a catena satura con lo 

2 
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6 
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Tempo-mi n 

Fig. L - Serie di aci?i. gra~si saturi: _i.) ac. caprico; ~) ac. !aurico; 3) ac. miristico; 
4) ac. palm1hco; ;:n ac. stear•co; 6) ac. arach1co; 7) ac. behenico. 
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stesso nume1·o òi atomi di carbonio, è stato potuto r ea lizzare, non aven­
do dal commercio i vari acidi, inleresterificando l 'olio di lino, c he con­
tiene questi acidi in ragg uarde,·o lc quantità. La loro presema è confer­
mata dal grafico della Fig. 2, dal quale si ri leva la nct.tn separa7.ione fra 
l 'acido palmitico ed il palmitolcico P. fra l'acido stearico e gli acidi oleico, 
linoleico e linolenico. 

Dalla terza alla nona figura abbiamo ragg1·uppato i gra fici dell'olio 
\h oliYa Yergine di pressione, qu elli di al cuni olii ad e~so simili , che ave-

4 

5 

28 24 20 16 12 e 4 o 
Temoo-mir> 

Fig. 2. - Olio tli lino: l ) ac. palmitico; 2) ne. palmitoleico; 
3 • ac. !;tearico; 4 ac. oleico; ~J ac. linoleico; 6) ac. arachico: 

7) ac. Iinolenico. 

,-amo a disposizione, e quello di un olio di oliva rettificato << B ,, del 
commercio, la cui Ditta produttrice ci a.ssicurò provenire da solo olio 
estratto con solvente dalla sansa di oliYa. 

Dal confronto del grafico del campione di olio di oliva vergine di 
pressione d ella regione toscana (Fig. 3) con quello del campione corri­
spondente della regione ligure (Fig. 4) si rileva che quest'ultimo contie­
ne una maggiore quantità di acido linoleico e che una lieve differenza 
esiste anche per quanto riguarda l'acido linolenico, presente però in 
ambedue i campioni in minime quantità. 

Da queste piccole diYersità di composizione che abbiamo r ilevato 
dai grafici di altri numerosi campioni di olio di oliva di pressione di 
varie regioni italiane, qui non riportati, possono deriYare le leggere va­
riazioni che si riscontrano, fra i prodott i d i una r egione e quelli di un'al­
tra, nel valore dei vari indici analitici. 
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Il grafico ottenuto da un campione, sicm·aJnl'nte genuino, di olio di 
oliYa ,·ergine pt·o,·eniente dalla .... pagna (Fig. 5) è identico a quello di un 
campione, anch'esso sicn l'amenle genuino, <li oli o ùi oli"n ùi pressione 
proYeniente dalla Tunisia (Fig. 6). Jnfnlli , sal\'O una l e~gerissima diffe-

J 2 

20 16 12 8 

Fig. 3. - Olio di oliYa (Regione Toscana) : ·IJ a-:. pahnitico: 
2) ne. palmitoleico; 3) ac. stearico; 4·l uc. oleico; 5 t u~:. 

linoleico; 6) ac. linoleuico. 

renza nel contenuto in acido linoleico, ambedue i campioni contengono 
tracce di acidi inferiori e di un acido che si rivela fra l'acido palmitoleico 
~ l 'acido stearico, che, data la trascurabile quanti là, non abbiamo cre­
duto opportuno identificare. Inoltre contengono dell'acido arachidonico. 
Quest 'ultimo e le tracce d ei ricordati acidi non sono stati riscontrati nei 
campioni di olio italiano presi in considerazione. Forse da questa diffe­
renza deriva il valore maggiore di alouni indici analitici presentato dagli 
olii di tale provenienza rispetto a quelli italiani. Altra ipotesi che può 
essere ayanzata è quella che alla presenza di acido arachidonico sia do­
,·uta la precipitazione che spesso si osserva nel saggio di Bellier alla tem­
peratura di 16-19°C con olii di tale provenienza. 
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Il grafico <.leJrolio <.li oliYa « rettificato B u (Fig. 7) è identico a quel­
lo ottenuto dall'olio vergine di TH'essionc tunisino , discostandosi così da 
quelli dell'olio di oliYa di pressione delle regioni ilaliane prese in con­
siderazione. 

Dai grafici olll'nuti si deduce che la. coutposizione qunlitativa del-
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Fig. 4. - Olio di oliva (Regione Liguria): 1) ac. palmilico; 
2) ac. palmitoleico; 3) ac. stearico; 4) ac. oleico; !S~ ac. 

linoleico; 6) ac. linoleoico. 

l'ol io di oliva corrisponde a quella che G. e J. P. WoLFF (11
), T . P. Hn..­

OITCR ('2
) ed E. W. EcxEY (l) hanno riportato nei loro trattati. Infatti 

tutti i suddetti Autori ammettono che l 'olio di oliva è composto dai gli­
ceridi degli acidi miristico, palmitico, palmitoleico, stearico, oleico, li­
noleico, arachico. 

TI grafico ottenuto dall 'olio di the (Fj,g. 8) si presenta, salvo tracc(' 
appena percettibili di acidi g1·assi inferiori, del butto simile a quello del­
l ' olio di oliva di pressione della regione ligure. Questa constatazione 
spiega la quasi identità dei valori delle varie costanti chimiche e fìsichP. 
possedute dalle due specie di olio e, di conseguenza, la pratica impossi­
bilità di distinguerli l'uno dall'altro attraverso la loro valutazione. Per-
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tnnlo ridcnlilìcaliww th•ll ' olio di l hl' nell'nlin •li oli' a V<"rginc di pr,, ... . 
c; jone ,-iene :lffi\Jala ••Il•• rl':llioni •-romalichc. 

I ~ucdt:lli .\ uto i 11 a:: . .,) omntf'llono pt: t' l'olio tli lhe la ::-c!..:tll'llh• 

r. o m p "'izionc qua l il.11 ;, :1 corri.-p<HlÙr·n l •• n qtll'llll t'h c può (h•tlur~• •l al 
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24 20 16 

ti~. :ç - Ulio di oli H ' >" ,.m.3 • l nr. auf• rì•"'ri non iden· 
tilìc.l li; ~) 11 t.,•lmitico 3 111:. r:~lmit ,, .. ,r, \) ac. non 
identificato; :\l ac. ·lt>arico: 6 ne. oll'i( • •··· linole.ico; 

~n ne. linolenico: 9t .r. Mnduloniro. 

grafico ottenuto: glict"ridi d egli aciòi 111iri~liro (oc·c-asionalmcn lc). pulmi· 
tieo. stearico, olcic·o, linolcico, arnrhil'o. 

Il grafico dt•ll olio di arachide tf'•~ 9, -.; differenzia da quell i tlci 
campioni di olio di oli\'& presi in r.on ... idettlllonc e da quello dell 'olio (l i 
the per lllac"1!ior conlenulo di acido ... teariro t• linoleico e per la pre~cmn 
•li ~ensibili quantiU1 dt-~li acidi arnchiro, nmrhidoniro e behcnico. :,i ri· 
t iene che, se le t'OilÙIZIOili di t::>perienm l e~ ll\"l'S:)(' r O penn6~o. il gmfko 
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,,, rC>bbr messo in e,·iòenza la Jlrc~enz<l di aciùo lignoccrico. il cui glice­
ri<.lc cnlra , come è stato ronstn tato dn pnrccchi .\ulori ( 11

• l!, 
13

), nella 
co mposizi on e d ell'olio di unwhide. Infatti <lclli Aulnri lo riportano nella 
c.:omposizione <In lnrn data drll'olio di nmrhi<.le: gliceridi degl i acidi 
rnil'i:;tico, palmiloiC'ico. strarico, oleico, lin olr ico. nrachico, bch enico e 
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20 16 12 B 4 o 
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Fig. 6. · Olio di olh·a \Tunisi): l ) ne. inferiori non iden­
lifiroti : 2 ar. palmitico; 3 ) nr. palmiloleico; i ac non 
identificato: 5 • u~:. s tearir o: R oc. oleiro: 7) •w linoleko; 

~ ac. linolenico; 9 ne. nrac.-hidonico. 

lignocerico, composlllone che coincide, sah·o per l'ultimo, con quella 
ind icata dal grafico .. \ 1 contenuto di qu<>sti acidi grassi s i de,·e la pos­
~ibililà d el riconoscimento d e li · olio di arachide quando ,-iene aggiunto. 
anche in piccole quantità, ad altri olii. 

~fo l lo dissimili da quelli fino ad ora descritti appaiono i grafici di 
campioni di olii ad alto numero di iodio t'd a ba ·o numero di iodio. Per 
il primo g ruppo sono stati presi in cons iderazione l'olio di colza (Fig. JO), 
l' olio di ,·inaccioli (Fig. 11) e l' olio d i soia (Fig. 12); per il secondo grup­
po l'olio di cocco (Fig. 13), l 'olio di palmisto (Fig. H ) c l 'olio di pa lma 
f Fig. H$). 

L~ diver·siti:l ò ei car·utteri chimici e fisici e istentc fra i due gruppi 
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di prudolli 'il·nc llll''"il in rilien\. in nHx!n nu\llo •'' i1knle, dai gr.-tlici, 
i qunli :;i pr,·~cntano m"llo dil'fl'rl'nl i da qul'lli ulll•nuli con i rompioni 
di olio di olin1 e di olii nppnrtrnl'nli \llla ~~c,.,.a cnh•goria. 

l ' n'<·nnlnalr a~~iun\a dt-gli 0lii prc~i in cnn,idl'l'nzione a ques\ ' ul­
till1CI ~ruppn di olii può, ro::ì. e::-:3\'rt' fnl'ilmPnl'' ~nlnlo. Infatti s i note-
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Fig. 7. - Olio di oliva Retlilìcalo B del commercio\: l ) ac. 
inferiori non identilìcati: 2 ac. palmitico: 3) ac. pahn.ito­
leioo: 4 ' ac non identilìcato; lS• ac. ~tearko: 6 ac oleico; 

i ) ne. hnoleico: ::- ac .. li noleoìco: fiJ ac. aracbidonico. 

n·hbe In presenza di ncidi gra~:3i che non ('nlrano nella loro coslilutione 
r l'aumentala quant i tà di alcuni dei loro componenti. n·altra parlc, qua­
lora non si tratti di unn aggiunta accur·atnmente compensata, l'adulte­
r·nzione può essere anche messa in evidcn1o da1le alterazioni che subi­
scono le "arie co.;tnnli chimiche. 

Nel dettaglio l'olio d i _oia (fig. 12) e l"olio di vinaccioli (Fig. U ), 
i quali hanno dimo Irato :l\·ere una identica compo$izìone qualitaliva, 
apportano un aumento dell'acido linoleico e la presenza di acido linole­
nico e ciò si verifica anche c_on l'olio di col1.a (Fig. 10), il quale, a sua 
,-olta, v'introduce anche l"acido erucico che en tra nella sua composizio-
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ne; gli olii di cocco (Fig. ·13) c l'olio di pnlmh~ l o (Fig. 14), invece, v'in­
lroducono acidi grassi a basso numero Ji ntom i tli crlrbon io come l'acido 
C3prilico , l 'acido cnprico , l'acido lauril'o che non rientrano nella com­
posizione degli olii appartenenti al g ruppo <.li quelli di oliva. L'olio di 

s 

6 

4 o 
TemPO mtn 

Fig. 8. - Olio di the: i o ac. inferiori non iclenli lìca ti ; 2 ne. 
palmitico; 3) ac. palmitoleico; i ) ac. s tearico; ts ac oleico; 

6) ac. linoleico; i ac. linoleoico. 

palma, infine (Fig. 1~). come preYedibile, aumenta fortemente la quan­
tità. di acido palmitico. 

Anche per questo gruppo di o lii presi in e·amc, la composizione qua­
lilativa rilevata dai grafici otlenuti risultA concoròanlc con quella ripor­
ta ta dai citati Autori (11

• t:, 
13

) . 

Le figure 16, 17, '18 rappresentano i grafici della composizione del­
l 'olio di cavallo. Dato l'interesse suscitato in questi uiLimi tempi da que­
sto grasso l'abbiamo voluto esaminare sia così come l 'abbiamo ottenuto 
estraendolo a caldo, in presen:z.a o meno di acido solforico , dai tessut.i 

Fig. 9 - ( 

44 4 ( 

Fig. IO. 
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Fi". 9. - Olio di arachide : n ac. palmitico: 2) ne stcarico: 3) ac. oleico; 4) ac. linoleico; 
c 5) ac. nrachico: G) ne. arnchidonieo: 7) ne. bebenico. 
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4 o 24 

Tempo-min 

Fig. IO. - Olio di colza: n ne. palmitioo; 2) ne. c;tenrico; 3) ne. olcico: 4) ae. linoleico; 
5) ac. arncbico; G) ne. linolenico; 7) ac. erucico. 
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Fig. l l . · Olio di vinuccioli : l) uc. palmitico; 2) ac. steari· 
co; 3) ac. oleico; 4~ ne. lino l eic:-~; ~ ) 3l'. linoll!nico. 
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Fig. 12. Olio di soin: 1) ne. palmitil·o : 21 ac. s ten rko: 
3ì ac. oleico; 4) ar. linoleico; t>) ac. lin CIIe nico. 
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Fig. l :l. - Olìo o lì cocco: l) at'. raprìlico 2• ac. caprico; 
3) ar. !aurico. i ac. mìristico: !S ac. p.1lnutiro: G ac. stea­

rico: i ) ac. olt>it'o 

16 8 

J 

o 
Temoo-mìn 

Fig. 1 i. - C!lio di pnlmbl? :. l ~ oc. ~nprilico; ~ •. ~c. caprico; 
3) ac. launro; 4) uc. mmsllco; :5 ' ac. palm•llco; 6) ac. 

slearico; i ) ar. oleico. 
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Fig. H:i. • Olio di pulmn: l) ac. 
mirislico: 21 ac. palmilico; 3) ac. 
stenrico; t• ) ne. oleico; !j) ac. li­
noleico. 

Fig. 16. - Olio di ca vallo (non 
filtralo) : 1) ac. eaprico; 2) ae. 
!aurico; 3) ne. minstico; 4) ne. 
mirislolcico; 5) ac. palmitico; 6) 
ne. palmiloleico; 7 ) ac. s teadco; 

4 o 8) ne. oleico; 9) ac. linoleico; 10) 
Temoo-mtn ne. linolenico. 
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Fig. t ?. - Olio di cavallo. lillra­
lo n ~2 C., frazione :<oli da : 
1) ne. \'aprico; ~) ac. !aurico; 
3) ac. mirislico: 4) ne.. mi rislo­
leico; o) ac. palmilico; G) ac. 
palmitoleico; 7) ne. slearico; 8) 
ac. oleico; 9) ne. linoleico; 10) 
n(·. linolenico. 

Fig. 18. - Olic di cavallo, ftl­
"Lralo a 22 C., frazione liquida : 
1) ac. caprico; 2) ac. !aurico; 
3) ne. miris.t.ico; 4) ac. miri­
stolcico: 5) ac. palmitico; 6) ac. 
palmitoleico; 7) ac. ste1wico; 

o 8) ne. oleico; 9) ac. linoleico; 
Tempo-mon IO) ac. linolenico. 
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Fig. l!l. - ~li~ccla di olio di oJh·a. cocco. colza tlntlici analitici normalii : l • ac. capronico; 
2• ne. caprilieo; 3) ac. caprh:o: 4; ne. !aurico: (:il ne. miri~tico ; 6· ac. palmitico; i ) ac. 
palmitoleico; S'1 ac. stearico: n ac. olcico; IO\ ac. linolcico; 11 ,1 ne. arachico; -12) ac. 

linolenico: 13) ac. erucit'o. 

adiposi, sia separandolo. alla temperalum ambiente ('22°C), in parle so­
lida ed in parte liquida. 

Da li ' esame dei tre g rafici ottenuti si rileva che i l grasso intero e le 
due parti componenti presentano la stessa composizione qualitati,·a, 
mentre dal punto di vista quant itativo la par·te sol ida si differenzia da 
quella liquida per un maggior contenuto di acidi palmitico e stearico . 
Tutto questo è stato confermato dai risultati ottenuti dalla determina­
zione di alcuni indici analitici. I ,·alori ottenuti furono rispettivamente 
i seguenti: 

'l' .l LE QUALE l'arte Pari e 
( 1) (~) tt uhln solida 

Grado rifr. 35°C !:)40 ,7 t$t$0, 2 ;)70 ,t$ 

Grado rifr. 40°C ~20 

l\umero iodio 72,o 72,7 78,4 64,3 
l~umero sapon. 201.9 202,4 201,9 197,1 
Grado termosol. 44°.2 43° !~70 . 41 o 

(1) Estratto direttamente a caldo. 
(2) Estratto a caldo COD acido sol[oric.o diluito. 
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