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1. Introduzione

Lo scopo di questo LAM é approfondire un problema sempre piu diffuso e che mi
tocca molto da vicino, cioé le allergie e lintolleranza al lattosio. Da quando sono
piccola ho sempre avuto giornalmente crampi addominali, una grande
spossatezza e negli ultimi anni eruzioni cutanee su mani e piedi. Questo accadeva
in particolare subito dopo aver mangiato e i medici non riuscivano a spiegarsi il
perché. Senza spiegarmelo evitavo di mangiare i latticini principali, ma peggioravo
comunque di anno in anno. Durante I'estate di tre anni fa ero arrivata a mangiare
molto poco, per evitare di avere le crisi. Per fortuna a settembre mi € stata
diagnosticata un’intolleranza al lattosio e un’ipersensibilitd alle proteine del latte,
un’allergia ad alcune spezie e ai pollini.

Da quando cerco di evitare il lattosio sto molto meglio, ma € un’impresa davvero
ardua, soprattutto essendo spesso obbligata a mangiare fuori casa. Purtroppo il
lattosio & contenuto in moltissimi alimenti, ma fortunatamente da qualche anno c'e
I'obbligo di dichiarare sulle etichette i principali allergeni e quindi mi sono abituata
a leggerle.

In questo LAM voglio dare un’ampia veduta sulle allergie e le intolleranze
alimentari e piu nello specifico su quella del lattosio.

Dal punto di vista sperimentale, durante uno stage di 2 settimane al Laboratorio
Cantonale di Bellinzona, ho determinato quantitativamente i tenori di lattosio
presenti negli alimenti grazie ad un kit enzimatico. Ho esaminato una bevanda
molto diffusa contenente lattosio, la Rivella rossa, nonché del latte e del cioccolato
privi e rispettivamente contenenti lattosio.
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2. Parte teorica

2.1 Allergie e allergeni

Le allergie sono causate da una sensibilitd anomala agli antigeni, cioé alle
sostanze estranee presenti nel nostro ambiente che stimolano una risposta
immunitaria. Gli antigeni che creano allergie sono chiamati allergeni. L’allergene
innesca una catena di reazioni del sistema immunitario tra cui la produzione di
anticorpi che rilasciano sostanze chimiche organiche che provocano i vari sintomi.
Le reazioni allergiche possono manifestarsi in molte parti del corpo, come le cavita
nasali, il tubo digerente e la pelle e variano per gravita, dai disturbi stagionali, a
quelli perenni, fino al pericolo di morte. | sintomi possono dunque essere:

Respiratori : congestione nasale, starnuti, asma, tosse, respiro affannoso.
Cutanei : gonfiore di labbra, bocca e lingua, faccia e gola, orticaria, eruzioni
cutanee o rossori, prurito, eczema.

Gastrointestinali : crampi addominali, diarrea, nausea, vomito, coliche, gonfiori.
Sistemici : shock anafilattico, esso € il piu pericoloso, perché il contatto con gl
allergeni provoca un improwviso rilascio, da parte dei mastociti, di sostanze
inflammatorie che fanno si che i vasi sanguigni si dilatino notevolmente
causando una rapida caduta della pressione sanguigna potenzialmente
mortale. Lo shock viene compensato con iniezioni del’'ormone adrenalina.

| sintomi di un’allergia sono il risultato di sequenze di reazioni a due stadi.

Il primo stadio, chiamato sensibilizzazione, ha luogo quando una persona é
esposta per la prima volta a un allergene. In risposta a questo allergene i linfociti B
producono una particolare classe di anticorpi, le immunoglobine E (IgE), ed alcuni
di questi anticorpi si attaccano alle proteine recettrici dei mastociti, che sono
cellule che producono istamina e altre sostanze chimiche in grado di innescare la
risposta inflammatoria. Il secondo stadio € la conseguenza di una successiva
esposizione all'allergene; l'allergene si lega agli anticorpi attaccati ai mastociti,
stimolandoli a liberare istamina e altre sostanze chimiche infiammatorie.
L’istamina innesca i sintomi allergici.

| due stadi della reazione allergica

! campbell Neil A. et al. (2004) Immagini della biologia, vol. 2, Bologna, Zanichelli.



Allergie e intolleranze alimentari LAM 2007

2.2 Distinzione tra allergie alimentari e intollera  nze alimentari

L’allergia alimentare € mediata immunologicamente e i sintomi sono scatenati
dall'assunzione anche di piccolissime quantita dell’alimento responsabile. Entro
pochi minuti dall’assunzione (da 2-3 minuti a 30-120 minuti) i sintomi si sviluppano.
L’intolleranza alimentare invece non interessa il sistema immunitario e agisce in
relazione alla quantita di alimenti non tollerati ingeriti e ad un accumulo di
cosiddette tossine nell'organismo. L’intolleranza € determinata da particolari
sostanze farmacologicamente attive presenti negli alimenti, da disfunzioni
nell'apparato digerente o da deficit enzimatici. | sintomi sono spesso gli stessi

delle allergie ed € per questo che vengono molte volte confuse.

2.3 Come curare l'allergia e I'intolleranza aliment  are

Purtroppo una vera e propria cura che permetta di poter assumere nuovamente
I'alimento colpevole dell’'allergia o dell'intolleranza non € ancora stata trovata.

La terapia si basa dunque principalmente sull'esclusione rigorosa dell’alimento
responsabile e di quelli che crociano con esso.

La terapia farmacologia prevede invece la somministrazione di farmaci ad azione
preventiva, o sintomatica, come gli antistaminici, I'aerosol, gli auoiniettori e le
siringhe, che grazie all’adrenalina, possono salvare la vita nei casi piu critici.
L’adrenalina provoca la costrizione dei vasi sanguigni dilatati delle labbra, della
faccia e della lingua, elimina 'asma e rialza la pressione. L’aerosol serve per fare
diminuire il gonfiore all'interno della bocca, per reazioni allergiche piu estese ci
vuole invece l'autoiniettore, cioé un ago attivato da una molla predisposto a
iniettare una dose da 0,3 mg per gli adulti e da 0,15 per i bambini di adrenalina,
quando viene premuto contro I'esterno della coscia. La siringa monouso da 1mg
ha lo svantaggio di dover misurare la quantita che ci si inietta.

2.4 Diagnosi dell’'allergia alimentare

Esistono numerosi esami con cui e possibile accertare se i sintomi sono dovuti a
un’allergia e individuare l'allergene o gli allergeni da cui dipende. Gli esami che
vengono fatti sono sia convenzionali sia non convenzionali.

Diagnostica convenzionale

Prick test: 1 mastociti a cui sono legati gli anticorpi IgE sono localizzati nella
cute, nel rivestimento del naso, della bocca, della lingua, delle vie aeree dei
polmoni e nell’apparato digerente. In questo test viene quindi usata la pelle
come sede in cui simulare cosa accade nelle altri parti del corpo, praticando
una puntura con un bisturi 0 un ago e ponendo sopra di essa una goccia
dell'allergene. Di solito viene fatto sullavambraccio o sulla schiena. Se
I'allergene provoca I'emissione di istamina, si sviluppa una reazione arrossata
e pruriginosa, poi avviene un rigonflamento e si forma una stria chiara simile
ad una vescica, che svanisce dopo qualche ora. La quantita di allergene
iniettata sotto la pelle € minima, quindi pud essere fatta su persone di ogni eta.
Si possono controllare da 20 a 30 allergeni diversi per volta. Anche quando il
risultato e positivo pud succedere che in realta la data persona non ha alcun
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sintomo, perché lI'organismo dispone di meccanismi, tuttora poco conosciuti, in
grado di smorzare la reazione agli allergeni. Se al test sono invece correlati
sintomi, si € sicuri che si tratta di un’allergia.

Patch test: in questo test sono applicati sulla schiena cerotti contenenti gli
allergeni che comunemente causano dermatite da contatto, come per esempio
ingredienti di cosmetici, conservanti, nichel... e vi sono lasciati per tre giorni.
Se si forma una chiazza rialzata, arrossata e pruriginosa il risultato e positivo e
ci troviamo di fronte a un’allergia.

Test RAST (test di radioallergoassorbimento): in questo test vengono
mescolati piccoli campioni di sangue con estratti di alimenti. Se c’e un’allergia,
il sangue produce degli anticorpi per combattere la sostanza estranea e questi
possono essere rilevati. 1l suddetto test € sempre piu usato, perché a
differenza dai test cutanei, € in grado di determinare con precisione, grazie ad
una scala da 0 a 6, la quantita di anticorpi IgE presenti nel sangue. DaOalé
improbabile che ci sia un’allergia, da 2 in avanti & sicuro che ci sia. Anche qui
si possono saggiare da 20 a 30 allergeni con un campione. |l test e soprattutto
usato per chi assume antistaminici che impedirebbero la reazione dei test
cutanei.

Diete ad esclusione e di reintroduzione graduale: guesto test, a differenza
di tutti gli altri, richiede un tempo piu lungo. Durante un periodo che va dalle
due alle tre settimane, vengono eliminati gli alimenti sospetti. Se i sintomi
scompaiono, i cibi sospetti vengono reintrodotti, uno per volta, in quantita
ridotte e aumentate gradualmente. Il risultato viene dato dalle reazioni che da il
corpo durante la reintroduzione. Una volta verificati i cibi sospetti bisogna
evitarli.

Diagnostica non convenzionale

Test DRIA: questo test si basa sullo studio della variazione del tono
muscolare in rapporto all’assunzione di cibi intolleranti. E piuttosto affidabile e
ripetitivo, a patto di impiegare strumenti di ottima qualita e personale qualificato.
Il costo e elevato e sfortunatamente é a carico del paziente.

Test Kinesiologico: questo test, come il test DRIA, si basa sullo studio della
variazione del tono muscolare, ma la valutazione € manuale, cioé fatta da
osteopati, chiropratici o posturologi. A differenza del test DRIA non sono mai
state prodotte ampie casistiche controllate.

Test EAV: VEGA test, Sarm test, Bio Strengt test e  varianti: questo test,
sviluppatosi dalle osservazioni dell’elettroagopuntura secondo Voll, si basa
sulle variazioni del potenziale elettrico cutaneo al contatto con gli alimenti
intolleranti. Nonostante il metodo sia criticato per la sua scarsa riproducibilita,
dato che i risultati variano secondo I'operatore e la strumentazione, si &€ cercato
di costruire apparecchiature differenti (Vega, Mora, Sarm, Bio Strengt Meter)
con puntali sempre piu maneggevoli e calibrati.



Allergie e intolleranze alimentari LAM 2007

Test Leucocitotossico:  questo test, messo a punto da Byrant negli anni
quaranta e sviluppatosi in Europa negli anni ottanta, consiste nel documentare,
in vitro, I'azione citotossica di certi alimenti sui neutrofili del paziente. Non é
pero affidabile, perché e stato dimostrato che eseguendo esami dello stesso
paziente in centri diversi, si ottengono risultati nettamente diversi.

Per quanto riguarda le intolleranze, spieghero in seguito i test piu usati per
I'intolleranza al lattosio.

2.5 L'etichettatura degli allergeni (EUFIC) per gli ~ alimenti

Le allergie sono sempre piu diffuse e si presumono svariate cause. La prima
causa e riconducibile alla diminuzione della frequenza di allattamento al seno
materno; il latte di origine animale o vegetale, a differenza di quello materno, puo
creare le premesse per una sensibilizzazione nei confronti di antigeni alimentari.
La seconda causa € legata invece alllaumento dell'inquinamento ambientale. La
terza causa e riconducibile alluso indiscriminato di insetticidi, diserbanti e
fitofarmaci che provocano spesso reazioni spiacevoli.

Il notevole aumento delle allergie ha portato la commissione delle comunita
europee nel 2003 a decidere di introdurre in un’ordinanza specifica I'obbligo di
dichiarare gli allergeni nelle derrate alimentari. Questa direttiva € anche detta
“direttiva allergeni”. In precedenza la Direttiva 2000/13/CE (“direttiva etichettatura”),
che concerne il “riavvicinamento delle legislazioni degli stati membri concernenti
I'etichettatura e la presentazione dei prodotti alimentari, nonché la relativa
pubblicita”, prescriveva I'obbligo di indicare sull’etichetta solamente i componenti
principali, di composizione e gli additivi. E stato predisposto un elenco di
ingredienti, soggetto a periodiche revisioni e aggiornamenti, che devono
assolutamente figurare in etichetta a seguito di un accertato potenziale allergenico.
La regola vale per tutti gli alimenti, comprese le bevande. Gli ingredienti non
possono piu solamente venire designati con il nome della categoria (per esempio
latte), ma devono in aggiunta specificare la sicura o possibile presenza degli
allergeni specifici.

Lista delle sostanze allergeniche:

Cereali contenenti glutine: grano, segale, orzo, avena, farro, kamut, loro varieta
ibridate e prodotti derivati
Crostacei e derivati

Uova e derivati

Pesce e derivati

Arachidi e derivati

Soia e derivati

Latte e derivati incluso il lattosio
Mandorle

Nocciole

Noci

Anacardio

Noci pecan

Noci brasiliane
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Noci Macadamia

Pistacchi

Semi di sesamo e derivati

Sedano e derivati

Mostarda e derivati

Diossido di zolfo e solfiti ( I'obbligo di dichiarazione in questo caso é solo per
concentrazioni superiori a 10 mg/kg)

Per quanto riguarda nello specifico la Svizzera anche l'ordinanza del DFI
(dipartimento federale degli interni) sulla caratterizzazione e la pubblicita delle
derrate alimentari (817.022.21) risalente al 23 novembre 2005 e che ha stato dal
12 dicembre 2006, obbliga la presenza degli allergeni, quelli che valgono anche
per I'Europa, nell’elenco sull’etichette. Le sostanze ausiliare per la lavorazione, le
sostanze di supporto e i solventi veicolati, gli antiossidanti, i conservanti degli
aromi e gli additivi trasferiti vanno anch’essi indicati. Tutti questi ingredienti citati
vanno indicati anche se sono mescolati, se il tenore rispetto al prodotto finale
supera 10 mg/kg per i solfiti, se supera 10 mg di prolamina (gliadina) per 100 g di
massa liofilizzata di derrata alimentare nel caso di cereali con glutine e se supera
1g/kg di derrata alimentare pronta al consumo per tutti i casi. Anche se questi
tenori sono minori possono comungque per maggiore sicurezza venire indicati. In
tutti i casi essi vanno messi dopo I'elenco degli ingredienti.

Per quanto riguarda il lattosio, che approfondird nel prossimo paragrafo,
I'ordinanza del DFI sugli alimenti speciali (817.022.104) risalente anch’essa al 23
novembre 2005, specifica i termini povero e privo di lattosio. Un alimento povero di
lattosio deve contenere rispetto al prodotto pronto al consumo una quantita di
lattosio ridotta di almeno la meta rispetto all’alimento normale corrispondente e un
massimo di 2 g per 100 g di sostanza secca. Un alimento privo di lattosio deve
contenere meno dello 0,5 g di lattosio per 100 g o mL di alimento pronto al
consumo. Il DFI ha pero0 modificato recentemente l'ordinanza del 2005
abbassando il tenore di lattosio da 0,5 g per 100 g o mL a meno dello 0,1 g per
100 g o mL.

2.6 Uno dei principali allergeni: il lattosio

Formula molecolare: C1,H2,011

Massa molecolare: 360,32 u

Nome chimico: 4-O-( -D-galattopiranosil)-D-glucopiranosio
Temperatura di fusione: 496 K

Aspetto: solido bianco
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Solubilita: solubile completamente in acqua da 20°C

Classificazione chimica: zucchero della categoria dei disaccaridi, composto da
una molecola di D-glucosio e D-galattosio uniti attraverso un legame
glicosidico risultante dalla condensazione di questi monosaccaridi.

Potere dolcificante: molto meno dolce del saccarosio.

Lattosio

2 <http://xoomer.alice.it/cyrano2510/lattosiol.qgif>, 2007.
% <http://www.minerva.unito.it/SIS/OrigineVita/originilNTRODUZ . htm>.
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L’idrolisi del lattosio, cioé la reazione tra la molecola di lattosio e quella di acqua a
formare una molecola di galattosio e una di glucosio, viene catalizzata dall’enzima
lattasi, che appartiene alla famiglia degli enzimi idrolasi. Alla temperatura corporea
alcune reazioni chimiche quali I'idrolisi del lattosio procedono a una velocita di
reazione molto bassa. Gli enzimi, delle sostanze a natura proteica che svolgono la
funzione di catalizzatori biologici, sono in grado di attivare selettivamente delle
reazioni altrimenti lente.

Durante la reazione chimica detta idrolisi il legame tra I'atomo di carbonio-1
dell'unita galattosio e l'ossigeno (cfr. legame colorato in blu nellimmagine
soprastante) si rompe. All'atomo di carbonio-1 si legano gli atomi di ossigeno e di
idrogeno (OH") provenienti dalla molecola d’acqua. Si forma cosi la molecola di
galattosio. L’altro atomo di idrogeno (H") proveniente dalla molecola d’acqua Si
lega all’'atomo di ossigeno legato al carbonio-4 dell’'unita glucosio. Si forma cosi la
molecola di glucosio.

Idrolisi del lattosio

4 <http://it.wikibooks.org/wiki/Chimica_organica/Carboidrati>.

10
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Il D-glucosio e il D-galattosio hanno la stessa formula molecolare, ma gli atomi
assumono diverse disposizioni nello spazio, come possiamo vedere nelle
iImmagini sottostanti. | carboidrati reggono per definizione almeno 2 gruppi
idrossilici e hanno quindi almeno 3 atomi di carbonio. Nella gliceraldeide, I'atomo
di carbonio centrale € uno stereocentro, cio€ ha quattro sostituenti diversi
rendendo possibili due diverse disposizioni nello spazio (coppia di enantiomeri).
Gli enantiomeri sono uno I'immagine speculare dell’altro e non sono sovrapponibili
e per questo sono detti molecole chirali. In ambiente chirale non presentano la
stessa reattivita. In ambiente achirale invece hanno le stesse proprieta chimiche,
come per esempio la reattivita, e le stesse proprieta fisiche, come per esempio la
temperatura di ebollizione, di fusione..., tranne I'attivita ottica o anche chiamata
potere rotatorio. Essi hanno cioe un diverso comportamento nei confronti della
luce piano-polarizzata. Quest’ultima puo essere spiegata con un modello che
interpreta la luce come un fascio di onde elettromagnetiche di una certa lunghezza
d'onda, nelle quali il campo elettrico oscilla in uno stesso piano, nell’'unica
direzione perpendicolare alla direzione di propagazione dellonda. Il piano di
oscillazione del campo elettrico &€ detto piano di polarizzazione. Gli enantiomeri
sono dunque detti otticamente attivi. Quando si invia un fascio di luce piano-
polarizzata attraverso [I'enantiomero, avviene una rotazione del piano di
polarizzazione di un certo angolo, verso destra o verso sinistra. | due enantiomeri
determinano una rotazione di ampiezza identica, ma rivolta in senso opposto. Se
la rotazione € in senso orario I'enantiomero viene chiamato destrogiro ed é
contrassegnato con la lettera d o il simbolo +, mentre se la rotazione € in senso
antiorario I'enantiomero viene chiamato levogiro ed € contrassegnato con la lettera
| o il simbolo -.

® <http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/4/4e/Lactose color.png/300px-
Lactose color.png>.
6 <http://users.unimi.it/poletti/biologia/ TESTI/Trascrizione/trascrizionel.html>.

11
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D-glucosio D-galattosio

Tutti gli zuccheri a catena lunga sono identificati in D o L a seconda della
configurazione dell’atomo di carbonio piu lontano dal gruppo aldeidico. Non esiste
un’associazione automatica tra le designazioni D e L e le proprieta di essere
destrogiro o levogiro. Come nel caso del D-glucosio e del D-galattosio, I'atomo di
carbonio numero 5 ha la stessa configurazione del carbonio (stereocentro) della
D-gliceraldeide e quindi lo zucchero e definito D. Nel caso che la configurazione
dell’'atomo di carbonio numero 5 sia stessa del carbonio (stereocentro) della L-
gliceraldeide, lo zucchero e definito L. Nelle proiezioni di Fisher possiamo vedere
che nella D-gliceraldeide il gruppo alcolico si trova a destra, mentre nella L-
gliceraldeide si trova a sinistra.

Hi 20 H. 20
I I
H—{lj—DH HD—Cll—H
CH,OH CH,OH
D-glicerladeide L-gliceraldeide

7 <http://it.wikibooks.org/wiki/Chimica organica/Carboidrati>, 2007.
8 <http://it.wikibooks.org/wiki/Chimica organica/Carboidrati>, 2007.

12
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D-gliceraldeide L-gliceraldeide

10

D-glucosio D-gliceraldeide L-glucosio

Essendo un disaccaride riducente (possiede la forma aperta ossidabile) é titolabile
con la soluzione di Fehling ( di colore blu). Il saggio di Fehling si basa sul fatto che
le aldeidi possono essere ossidate da agenti relativamente blandi come gli ioni
Cu?* (presenti nel reattivo di Fehling), che si riducono ad ossido rameoso Cu,O
che é un solido di colore rosso. Gli zuccheri riducenti sono dunque i carboidrati
che nei confronti degli ioni rameici si comportano come aldeidi. La reazione di
ossidoriduzione e la seguente:

R-C-H + 2Cu®" + 50H" RCOO ™ + Cu,0 + 3H,0

@]
Blu Rosso

® Rosso P. Gli zuccheri. <http://www.itisvc.it/lezionionline/leziochimica/lezioni/zuccheri.doc>.

10 <http://wikipedia.sapere.alice.it/wikipedia/wiki/Glucosio>, 2007.

13
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2.7 L'intolleranza al lattosio

Il problema del lattosio nelle derrate alimentari € legato piu frequentemente a
un’intolleranza, rispetto a un’allergia. L'incapacita di digerire il lattosio porta, nel
caso dellintolleranza, a sintomi gastrointestinali quali flatulenza, crampi
addominali, meteorismo, diarrea, stanchezza acuta e dimagrimento. L’incapacita
di digestione e dovuta ad una carenza dell'enzima preposto alla sua idrolisi, la
lattasi ( -galattosidasi), che si trova presso le pareti dellintestino tenue e
scompone il lattosio, come gia detto sopra, in galattosio e glucosio, che sotto
questa forma verrebbero invece assorbiti. Nell'intestino tenue avviene la maggior
parte della digestione chimica iniziata gia nella bocca e nello stomaco grazie agli
enzimi digestivi secreti dal pancreas e dall'intestino stesso. La sostanza lattosio
passa quindi inalterata attraverso l'intestino tenue, dove viene fermentato dalla
flora batterica intestinale producendo acidi, diidrogeno e diossido di carbonio. Il
gene della lattasi e situato sul cromosoma 2, ma non vi sono differenze nel DNA di
individui con livelli di attivita di lattasi alti o bassi. Le differenze si evidenziano
invece nell’ RNA messaggero (m-RNA) sul quale e trascritto il “messaggio
ereditario” del DNA. Nel citoplasma avviene poi la traduzione (lettura) del m-RNA,
grazie, ai ribosomi, per produrre le proteine corrispondenti. Nelle persone
intolleranti questo processo e deficitario.

Tutti i neonati possiedono I'enzima lattasi, ma studi hanno dimostrato che negli
adulti non € sempre presente. Il 70% degli americani di origine africana, il 90%
degli americani di origine asiatica, il 53% degli americani di origine messicana
sono intolleranti al lattosio. La significativa riduzione dell’attivita della lattasi é
diffusa anche negli arabi, negli ebrei, negli italiani e nei greci. A livello di
popolazione mondiale adulta il 70% delle persone hanno perso l'attivita enzimatica
dopo lo svezzamento. Oggi queste persone sono percid considerate normali € non
sono piu denominati “intolleranti al lattosio o lattasi-deficienti”, ma sono le persone
che possono digerire il lattosio che sono denominati “lattasi persistenti”. In Europa
la situazione e un po’ diversa, perché solo il 5% della popolazione bianca soffre di
intolleranza, mentre tra le minoranze etniche sono il 50-80% che ne soffrono.

| test per diagnosticare l'intolleranza al lattosio sono principalmente due:

Test di tolleranza al lattosio : l'individuo deve bere un liquido contenente
lattosio, dopo un po’ di tempo viene fatto un prelievo di sangue e si misura il
livello di glucosio nel sangue. Normalmente il lattosio viene scisso in glucosio e
galattosio e poi il fegato trasforma il galattosio in glucosio innalzando di
conseguenza il livello di glucosio. Se il lattosio non viene completamente
scisso il livello di glucosio non aumenta e quindi viene riscontrata
un’intolleranza.

Breath test (test del respiro) : il test consiste nella misurazione della quantita
di diidrogeno presente nel respiro di una persona. Normalmente ne viene
rilevata una piccola quantita. Se invece il lattosio non viene digerito, viene
fermentato dai batteri nel colon, dove si formano vari gas tra i quali il
diidrogeno. Esso viene assorbito dall'intestino e attraverso la circolazione

sanguigna e trasportato ai polmoni dove viene espulso. Durante il test il
paziente beve un liquido contenente 50 g di lattosio e poi il suo respiro viene
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analizzato, facendolo soffiare in una sacca, a intervalli regolari di 30 min per 9
volte. Un aumento del livello di diidrogeno indica una scarsa digestione del
lattosio e quindi un’intolleranza ad esso. Questo € uno dei test piu diffusi sugli
adulti e sui bambini, perché é piuttosto semplice da realizzare.

Le persone che soffrono di questa intolleranza hanno un enorme problema, cioe la
difficolta nell’evitare il lattosio nella propria alimentazione. Spesso si pensa che
per non avere reazioni spiacevoli basti eliminare il latte e tutti i latticini, ma
purtroppo non € cosi semplice. Il lattosio viene aggiunto a moltissimi cibi preparati
come il pane e altri prodotti da forno, patate precotte, minestre, succhi di frutta,
margarina, carne, insaccati, condimenti, caramelle, snack vari, biscotti e dolci in
generale, integratori, farmaci...e la lista potrebbe continuare. Per fortuna ora,
come ho spiegato precedentemente, vige I'obbligo di segnalare gli allergeni sulle
etichette, cosi per quanto possibile, gli intolleranti possono cercare di evitare il
lattosio.

Purtroppo in quasi tutti i grandi magazzini si puo trovare solo il latte esente da
lattosio. Nei negozi “specializzati” invece, questi alimenti sono in percentuale
maggiore, ma ancora insufficienti. La Coop quest’anno ha ampliato la sua linea di
prodotti Freefrom che hanno mediamente meno del 0.1 % di lattosio, per far fronte
a questo problema. La linea comprende latte, creme, birchermuesli, cioccolata,
yogurt, gelati, mozzarella, condimento per insalata e panna. Questo notevole
incremento di prodotti € un enorme miglioramento da parte dei produttori.

Il problema piu grande sussiste naturalmente nei ristoranti, perché purtroppo
nonostante si sia obbligati a dichiarare almeno verbalmente la presenza diretta o
indiretta di allergeni nelle pietanze, spesso in pratica sorgono comprensibili
problemi nel reperire queste informazioni.

Contenuto di lattosio in vari alimenti (100 g):

Alimento Lattosio (g)

LATTE E FORMAGGI

Latte di mucca scremato 4,7
Latte di mucca parzialmente scremato 4,6
Latte di mucca intero 4,8
Latticello 4,1
Latte in polvere intero 35,1
Latte in polvere magro 50,5
Latte di pecora 4,5
Latte di capra 4,2
Latte di bufala 4,9
Yoghurt intero 3,2
Yoghurt parzialmente scremato 3,3
Yoghurt scremato 3,1
Panna 4,1
Burro 4,0

15



Allergie e intolleranze alimentari

LAM 2007

Fiocchi di latte
Mozzarella (e formaggi freschi)
Formaggino

Ricotta di pecora
Ricotta di mucca
Emmenthal

Fontina

Gorgonzola

Grana Padano
Parmigiano stagionato
Mascarpone

Pecorino

Scamorza

Stracchino

Taleggio

FRUTTA E VERDURA

Broccoli

Funghi

Cipolle bollite e scolate senza sale
Cipolle dolci crude

Pere

Patate

Patate, puré pronto in polvere, preparato con fiocchi di patate

senza latte, con aggiunta di latte e burro

Patate, puré pronto in polvere, preparato da granuli di patate

con latte, con aggiunta di acqua e margarina
Patate, pure fatto in casa con aggiunta di latte intero

UOVA

Bianco d'uovo crudo fresco
Rosso d'uovo crudo fresco
Uovo intero crudo fresco
Uovo intero fritto

PI1ZZE E SNACKS

Pizza margherita sottile

Pizza margherita spessa

Pane al latte

Crackers

Gelato

Cioccolato caldo fatto in casa con latte intero
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2,6

4,1

6,0

3,2

Tracce
Tracce
Tracce
Tracce
Tracce
Tracce
Tracce
Tracce
Tracce
Tracce
Tracce

0,21
0,33
0,01
0,02
0,01
0,03

1,21

1,13
0,79

0,07
0,07
0,11
0,12

0,63
0,74
1,8
0,07
4,8
4,63
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2.8 Latte per uso alimentare

Quando si parla di latte per uso alimentare si intende il latte vaccino, cioé quello
piu diffuso, molto simile a quello umano e facile da ricavare. Una lattifera produce
da 10-18 litri di latte al giorno per circa 200 giorni dopo il parto. Questo latte,
nonostante costituisca un alimento completo, e troppo diluito per l'apporto
giornaliero di energia necessario ad una corretta alimentazione nel’'uomo (2400-
2600 kcal), perché il valore energetico di 100 g di latte vale solo 63,00 kcal.

La sua temperatura appena munto e intorno ai 37 € ed il suo pH al 7.
Quest'ultimo si abbassa poi a causa della fermentazione lattica che viene
rallentata grazie al raffreddamento, il latte € dunque subito refrigerato, anche per
evitare la proliferazione di microrganismi. Per stabilire la genuinita, la differenza tra
la temperatura di congelamento dell'acqua e del latte, deve valere — 0,55 <. |
latte pud essere consumato allo stato crudo nei luoghi di produzione, ma per il
commercio deve essere sottoposto a processi di bonifica e conservazione.

Schema della fabbricazione del latte senza lattosio

Accettazione del latte
Pulitura e immagazzinamento del latte
Scaldare
Standardizzazione portando il tenore di grasso all'1,8 %
Regolazione della temperatura
Aggiunta di un enzima
Reazione enzima-lattosio a temperatura costante

Controllo in laboratorio

Rilascio
Raffreddamento del latte
Pastorizzazione

Immagazzinamento
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Trattamento UHT

Imbottigliamento

Controllo enzimatico in laboratorio

Il principio del processo di produzione industriale si basa sull’idrolisi del lattosio
descritto precedentemente. Solitamente vengono usati degli enzimi di origine
microbica: I'attivita di quelli che originano da alcuni lieviti é ottimale al pH tipico del
latte. Tecnicamente I'idrolisi del lattosio puo avvenire con procedimenti
leggermente diversi, alcuni dei quali, implicando la perdita degli enzimi, innalzano i
costi di produzione. La formazione di glucosio e galattosio spiega la dolcezza piu
elevata del latte senza lattosio. Tramite questo procedimento e possibile quindi
ricavare dal latte uno sciroppo ad alto contenuto di glucosio e galattosio che viene
anche usato come dolcificante al posto del saccarosio per la produzione di altre
derrate alimentari.

Nella pastorizzazione il latte viene scaldato, senza raggiungere i 100 <, per
distruggere i germi patogeni che potrebbero essere presenti e abbattere la
maggior parte dei microrganismi non patogeni che provocano delle alterazioni e
attivano gli enzimi che portano ad una scarsa conservazione. Ci sono due metodi
per pastorizzare il latte; uno per le piccole partite, proposto da Pasteur, e un altro
per le grandi partite, proposto da Stassano.

Il primo consiste per prima cosa nel riscaldare il latte a bagno maria in acqua alla
temperatura di 80C per qualche minuto, o nel riscaldarlo a 60-65C per trenta
minuti e in seguito raffreddarlo subito.

I secondo consiste nelluso di un apparecchio, chiamato stassanizzatore,
costituito da due tubi concentrici spessi 1 mm e lunghi 1 m. Nell'intercapedine tra i
due tubi viene fatto scorrere il latte preriscaldato, nel tubo interno e lungo le pareti
dell’esterno viene fatta scorrere acqua a circa 80C. Quest’'operazione richiede
solo pochi secondi ed & molto efficace. Il latte viene poi raffreddato a 4C. Questo
sistema viene spesso sostituito da uno scambiatore di calore a piastre di metallo
intervallate di 1 mm, attraverso le quali scorrono in modo alternato il latte da
pastorizzare e l'acqua a circa 80T. In entrambi gli ultimi metodi, detti anche
trattamenti HTST (High Temperature Short Time), si ha un abbattimento
dell'ordine di 10000 germi per mL e la distruzione di germi non sporigeni e virus.
La costituzione chimica non viene alterata e il latte diventa piu stabile per la
conservazione (in frigorifero per 3-5 giorni).

Per risultati di conservazione piu duraturi sono necessarie delle pastorizzazioni
che avvengono a temperature maggiori di 100C, che possono essere la
pastorizzazione in autoclave e la pastorizzazione UHT (diretta e indiretta).

Nella pastorizzazione in autoclave il latte gia confezionato in bottiglie di vetro
chiuse viene preriscaldato e permane in autoclave a 120-130C per 15-20 min.
Questo metodo distrugge i microbi patogeni e non, ma provoca anche delle
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alterazioni nei caratteri organolettici e nello stato fisico e chimico del latte, per
esempio c’e una diminuzione delle vitamine, le proteine coagulano, I'odore diventa
sgradevole...con la conseguenza di una diminuzione del valore bionutrizionale.
Questa sterilizzazione permette una lunga conservazione, ma a causa di parecchi
inconvenienti € stata abbandonata a favore del metodo UHT (diretto e indiretto).

Nella pastorizzazione UHT diretta (0 uperizzazione) il latte preriscaldato a 80T
passa in un cilindro d’acciaio inossidabile nel quale viene iniettato vapor d’acqua
surriscaldato e sotto pressione. Il latte raggiunge e mantiene i 140 T per qualche
secondo. Esso viene poi fatto passare in una camera di decompressione e
degasatura per allontanare I'eccesso di vapor d’acqua a altri prodotti gassosi. I
prodotto viene poi raffreddato e confezionato asetticamente in contenitori di
tetrapak. Questo metodo puo anche essere svolto al contrario, cioé il latte iniettato
in atmosfera di vapor d’acqua a 140 <.

Nella pastorizzazione UHT indiretta il latte preriscaldato a 80 T viene portato per
pochi secondi a 140 T in un apparecchio a scambio termico a piastre metalliche,
tra le quali scorrono il latte e vapore surriscaldato a 140 . Avviene poi la
degasatura, il raffreddamento e viene confezionato in tetrapak.

Queste ultime due pastorizzazioni permettono una media conservazione e in
entrambe il latte viene omogeneizzato. Viene quindi compresso in un cilindro dal
quale esce da un piccolo foro. | globuli del grasso in questo passaggio da una
pressione alta a quella ambiente si frantumano, avviene dunque una dispersione
del grasso, cosicché dopo il confezionamento e il riposo, esso non tende piu a
raggrupparsi. Il prodotto ha un gusto gradevole ed € maggiormente digeribile.

Per quanto riguarda questi metodi possiamo trovare un contrasto tra il valore
bionutrizionale e l'igiene e quindi la sicurezza per il consumatore. Dal punto di
vista bionutrizionale il latte di maggiore qualitd & sicuramente quello fresco o
comunque quello che ha subito pochi trattamenti, ma dal punto di vista della
qualita dell'igiene e della sicurezza per il consumatore, il latte sottoposto a
sterilizzazione e molto piu sicuro. II mercato quindi decide di tutelare il
consumatore nonostante la perdita di qualita del valore bionutrizionale del latte
vendendo quello piu sicuro.
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Componenti e loro concentrazioni del latte di mucca da consumare:
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11

Nella parte sperimentale, proposta qui in seguito, ho analizzato due campioni di
latte per uso alimentare, uno contenente lattosio e l'altro privo.

1 S.W. Souci et al. (2000), Food Composition and Nutrition Tables, Stuttgart, Medpharm Scientific
Publishers.
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3. Parte sperimentale

3.1 Stage al Laboratorio Cantonale di Bellinzona

Per la parte sperimentale ho svolto uno stage di due settimane al Laboratorio
Cantonale di Bellinzona. Questo laboratorio € una struttura essenziale per la tutela
della nostra salute. Esso svolge ispezioni nel settore alimentare, per esempio in
industrie, presso produttori, importatori e in negozi, dove verifica I'igiene generale
e del personale, I'etichettatura e gli imballaggi. Le ispezioni riguardano inoltre gli
esercizi pubblici e le mense, gli acquedotti, gli stabilimenti balneari e i commerci di
prodotti chimici. Si occupa anche della determinazione di batteri nelle derrate
alimentari, verifica la composizione delle acque potabili, degli alimenti e degli
oggetti d'uso quotidiano, come stoviglie, imballaggi, cosmetici... e determina la
presenza di diserbanti e simili e residui farmaceutici. Infine svolge tecniche come
la PCR e 'ELIZA per quanto riguarda le biotecnologie e verificano la presenza di
radon nelle abitazioni.

Durante le due settimane di stage ho determinato la presenza o meno di lattosio in
vari alimenti grazie ad un kit enzimatico. Ho analizzato la Rivella rossa, il latte
contenente e privo di lattosio e il cioccolato contenente e privo di lattosio.

3.2 Informazioni generali sul kit enzimatico

Il kit enzimatico usato in questi esperimenti € della ENZYTEC e puo essere
usato per circa 16 campioni.

| kit enzimatici contengono reagenti selezionati ideati per I'analisi degli alimenti,
anche se possono essere impiegati per I'analisi di tutti i tipi di campione.

Le misurazioni possono venire eseguite a 37C 0 a temperatura ambiente.

Le misurazione avvengono in cuvette di speciale vetro ottico o di plastica di
1lcm di spessore.

Il fotometro viene azzerato sull’estinzione = 0 contro aria.

Le misurazioni delle concentrazioni sono basate sulla formazione di un
colorante che assorbe nel visibile.

Per sciogliere i reagenti, che vanno conservati in frigorifero a circa + 4C, e
raccomandato I'uso di acqua bidistillata, per la preparazione del campione e
'esecuzione del test e sufficiente l'uso di acqua demineralizzata. Per la
ricostituzione di sostanze liofilizzate non si deve agitare molto dopo I'aggiunta
dellacqua bidistillata perché I'enzima potrebbe venire denaturato e quindi
inattivato e la formazione di bolle potrebbe causare errori di pipettaggio,
bisogna dunque lasciar riposare.

Il volume del campione puo essere modificato fino ad una certa misura, le
pipette devono essere sempre sciacquate piu volte con la soluzione campione
da pipettare, non e invece necessario quando sono pipettati il tampone, I'acqua
o altri reagenti.

E possibile mescolare le soluzioni nella cuvetta chiudendo la cuvetta e
agitando successivamente, o mescolare con una bacchetta. La reazione
enzimatica inizia con [laggiunta dellenzima starter. La misurazione
dell'estinzione E, avviene alla fine della reazione. Se la reazione non ha
termine dopo i tempi indicati bisogna controllare se si tratta di una reazione
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secondaria, cioé se la variazione di estinzione e costante nel tempo, se questo
avviene si deve determinare la vera estinzione con ['estrapolazione al
momento dell’aggiunta dell’enzima starter. L’'estrapolazione pud essere sia
grafica, sia matematica:

1. Estrapolazione grafica : bisogna leggere le estinzioni 4-6 volte ad intervalli
costanti (1, 2, 5 minuti) oltre il tempo indicato dalla metodica e metterle su un
grafico con il tempo; I'estinzione della parte lineare della curva verso il tempo di
inizio della reazione (to) indica la reale estinzione E,.

2. Estrapolazione matematica : bisogna determinare la variazione costante
d’estinzione per minuto e moltiplicarla per il tempo totale della reazione cosi da
trovare il Ereazione di coda, Ch€ va sottratto dalla differenza di estinzione misurata
se la reazione di coda e quella principale procedono nella stessa direzione, o
va sommato se procedono al contrario.

Nel caso che la reazione di coda sia causata dai reagenti e non dai campioni
I'estrapolazione puo essere omessa, cioé se le estinzioni del campione e del
bianco reagenti sono lette una dopo laltra o se il campione letto contro il
bianco.

Nel caso che la reazione di coda sia causata da sostanze contaminanti del
campione, come enzimi o coloranti, essi possono essere eliminati con una
giusta preparazione del campione. Le attivita enzimatiche possono essere
eliminate con la precipitazione della proteina o un trattamento con calore,
mentre le soluzioni con coloranti possono venire decolorate con assorbenti,
come il poliammide, il PVPP (polivinilpolipirrolidone) e la bentonite.

L’attivitd e la purezza degli enzimi puo essere controllata con il test enzimatico
di uno standard. Un recupero del 98-102% indica un’elevata qualita dei
reagenti.

La metodica va controllata guardando se c’é una certa proporzionalita tra le
pesate e i risultati analitici, se i campioni sono liquidi se c’e proporzionalita tra i
volumi di campione e le differenze di estinzione misurate e se una quantita
nota della sostanza da determinare viene poi recuperata quantitativamente nel
test.

3.3 Kit enzimatico Lattosio/D-galattosio

Principio del test: in presenza dellenzima -galattosidasi e acqua il lattosio
reagisce con l'acqua e si formano il D-glucosio e il D-galattosio. Quest'ultimo viene
ossidato dal NAD in presenza in presenza dell'enzima b-Gal-DH ( -galattosio-

deidrogenasi) ad acido galattonico. Le reazioni sono le seguenti:

-galattosidasi

lattosio + H,O D-glucosio + D-galattosio

-Gal-DH

D-galattosio + NAD" acido D-galattonico + NADH + H*

23



Allergie e intolleranze alimentari LAM 2007

La quantita chimica di NADH formatasi e corrispondente alla quantita chimica di
lattosio. || NADH é determinabile in base al suo assorbimento a 340 nm. Se |l
NADH viene assorbito significa che nel nostro campione c’é del lattosio e grazie a
dei calcoli descritti in seguito e possibile ottenere la concentrazione di lattosio
presente in questo campione. Per capire bene i collegamenti di questo principio
possiamo affermare che [Ilassorbanza a 340 nm e proporzionale alla
concentrazione di NADH, che é proporzionale alla quantita chimica di NADH, che
e proporzionale alla quantita chimica di D-galattosio, che €& proporzionale alla
quantita chimica di lattosio, che infine € proporzionale alla concentrazione di
lattosio.

Questo kit non é specifico per la misura del lattosio, perché non viene misurato il
lattosio in modo diretto, ma indirettamente dalla misura del D-galattosio.

Il test contiene

1. Flacone 1 con ca. 610 mg di liofilizzato composto da tampone citrato
(pH 6,6), NAD (35 mg), solfato di magnesio, stabilizzatori

2. Flacone 2 con ca. 1,7 mL di sospensione enzimatica -galattosidasi (ca.
100 V)

3. Flacone 3 con 34 ml di soluzione composta da tampone di fosfato di
potassio (0,51 mol/L, pH 8,6), stabilizzatori

4. Flacone 4 con circa 1,7 mL di sospensione enzimatica galattosio-
deidrogenasi (ca. 40 U) in solfato di ammonio

Preparazione delle soluzioni

Sciogliere il contenuto del flacone 1 con 7,0 mL di acqua distillata
Usare il contenuto del flacone 2 senza diluire
Usare il contenuto del flacone 3 senza diluire
Usare il contenuto del flacone 4 senza diluire

aoow

La soluzione 1 e stabile 3 mesi a +4TC, le soluzioni 2, 3, 4 sono stabili un anno a +
4.

Procedimento

Questo procedimento viene adottato nello stesso modo per tutti i vari alimenti
analizzati.

1. Lunghezza d’onda: 340 nm, cuvetta plastica: 1 cm di spessore, T: 20-

25<C, V. 3,30 mL, misurazione contro aria, soluzione campione: 4-200

g di lattosio e D-galattosio pro cuvetta in 0,100-0,500 mL di V di
soluzione campione.

2. La soluzione campione va diluita in modo da ottenere una
concentrazione di lattosio e D-galattosio tra 0,10 e 1,0 g/L.

3. Preparare il campione (vedi in seguito in base ai vari alimenti).
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4. Pipettare nelle cuvette bianco lattosio, campione lattosio, bianco D-
galattosio e campione D-galattosio 0,200 mL ciascuna di soluzione 1.

5. Pipettare nelle cuvette bianco lattosio e campione lattosio 0,050 mL
ciascuna di soluzione 2.

6. Pipettare nelle cuvette campione lattosio e campione D-galattosio 0,100
mL ciascuna di soluzione campione.

7. Mescolare e lasciare riposare per 20 min a 20-25 €.

8. Aggiungere nelle cuvette bianco lattosio, campione lattosio, bianco D-
galattosio e campione D-galattosio 1,000 mL ciascuna di soluzione 3.

9. Aggiungere nelle cuvette bianco lattosio 2,000 mL, campione lattosio
1,900 mL, bianco D-galattosio 2,050 mL e campione D-galattosio 1,950
mL di acqua bidistillata.

10.Mescolare, mettere la prima cuvetta nello spettrofotometro e dopo ca. 3
min (180 s) misurare l'estinzione di questa soluzione. Poi toglierla,
mettere la seconda cuvetta, misurare I'estinzione e cosi via per tutte e 4
le cuvette. Queste sono le estinzioni E; che serviranno poi per il calcolo
della concentrazione di lattosio.

11.Far ripartire la reazione con l'aggiunta nelle cuvette bianco lattosio,
campione lattosio, bianco D-galattosio e campione D-galattosio di 0,050
mL di sospensione 4.

12.Mescolare, mettere la prima cuvetta nello spettrofotometro e dopo ca.
30 min (1800 s) misurare I'estinzione di questa soluzione. Poi toglierla,
mettere la seconda cuvetta, misurare I'estinzione e cosi via per tutte e 4
le cuvette. Queste sono le estinzioni E,. Se la reazione non & a termine
dopo 30 min, misurare nuovamente le estinzioni ad intervalli di 5 min
fino ad ottenere una variazione di estinzione costante per 5 min.

13.Nel caso di aumento costante dell’estinzione E, estrapolare I'estinzione
al momento dell’aggiunta della sospensione 4.

14. Calcolare E (E;-E;) per il bianco lattosio, campione lattosio, bianco D-
galattosio e campione D-galattosio. Calcolare poi:

Ecampione lattosio ~ Ebianco lattosio — Elattosio + D-galattosio
Ecampione D-galattosio ~ Ebianco D-galattosio — ED-galattosio

EIattosio+D—gaIattosio - ED—gaIattosio = Elattosio

Calcolo concentrazioni

V: volume del test [mL]
v: volume del campione [mL]
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MM: massa molare della sostanza da determinare
d: spessore della cuvetta [cm]
- coefficiente di estinzione del NADH a 340 nm = 6,3 L.mmol™*.cm™

C= oo . Elattosio
.d.v.1000

La concentrazione del lattosio monoidrato puo venire calcolata in due modi.
Entrambi le varianti sono molto semplici.

Variante 1
3,3 mL . 342,3 g/mol

O . Elattosio
6,3 L.mmol*.cm™. 1,0 cm. 0,20 mL . 1000

EIattosio
=11,89g/L . —-----------
Variante 2
C = 1,793 g/l_ . E|at[05io

Se durante la preparazione c'eé stata una diluizione il risultato deve essere
moltiplicato per il fattore di diluizione.

Se ci interessasse calcolare anche la concentrazione del D-galattosio abbiamo
due varianti molto semplici.

Variante 1
3,3mL . 180,2 g/mol

C = . ED-galattosio
6,3 L.mmolt.cm™. 1,0 cm. 0,20 mL . 1000

E D-galattosio

= 5,945 gJL . --memmene-

Variante 2

C=0,9437g/L. ED—galattosio
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3.4 Spettrofotometro UV

Tutti i metodi di analisi enzimatica, chiamati metodi UV, sono basati sulla
misurazione di un incremento o di una diminuzione dell’assorbimento dei coenzimi
NADH (nicotinamide-adenin-dinucletide, ridotto) o NADPH (nicotinamide-adenin-
dinucleotide fosfato, ridotto) nell'ultravioletto con I'impiego di spettrofotometri.

In corrispondenza di determinate lunghezza d’onda espresse in nm (nanometri), si
possono vedere i vari assorbimenti. Noi abbiamo utilizzato una lunghezza d’onda
di 340 nm, cosi le misurazioni avvengono nel massimo dell'assorbimento. Se nel
nostro campione ci fosse stato del NADH, esso sarebbe stato visualizzato sul
grafico.

Lo spettrofotometro UV € costituito da wuna sorgente di radiazione
elettromagnetiche ultraviolette (una specie di lampadina), un monocromatore, un
portacampioni, un rilevatore, un amplificatore elettronico, un sistema di
alimentazione della rete, un display e un dispositivo di registrazione che permette
la trascrizione su carta. Esso consente di ottenere uno spettro di assorbimento di
una sostanza, cioeé un grafico dell'intensita di radiazione assorbita in funzione della
lunghezza d’onda. In questi grafici, in corrispondenza di determinate lunghezze
d’onda, si possono vedere i massimi di assorbimento della sostanza.

La “lampadina” dello spettrofotometro emette radiazioni elettromagnetiche UV, il
monocromatore seleziona la lunghezza d’onda e il rilevatore confronta lintensita
della luce trasmessa (l;) e della luce incidente (l). Secondo la legge di Lambert-
Beer la trasmittanza é T = I;/ I, = 102 dove a rappresenta I'assorbanza specifica
della sostanza, b lo spessore della cuvetta e ¢ la concentrazione della soluzione.
Spesso pero per rappresentare gli spettri d’assorbimento al posto di rappresentare
la trasmittanza del campione in funzione della lunghezza d'onda, si ricorre
all'assorbanza che e definita come A = log 1/T. Con l'assorbanza la legge di
Lambert-Beer diventa A = a.b.c
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Nel grafico sottostante possiamo vedere la curva di assorbimento del NAD(P) e
NAD(P)H:
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3.5 Analisi soluzione contenente lattosio

Per imparare ad usare il kit enzimatico la mia prima analisi € stata la
determinazione quantitativa del lattosio presente in una soluzione contenente
lattosio a concentrazione nota.

Materiale e apparecchi necessari

Vetreria varia: matraccio, beuta, bicchierini, imbuto, becker
Pipette a volume regolabile Gilson P100, P200, P1000 e punte corrispondenti di
plastica

Cuvette monouso di plastica per UV-VIS

Spatole

Timer

Bilancia

Spettrofotometro UV-VIS

Kit enzimatico

Lattosio monoidrato

Acqua bidistillata

Procedimento

Ho pesato circa 1,0 g di D(+)-lattosio monoidrato e ho riempito con acqua
bidistillata (MilliQ) un matraccio da 1000 mL.

Con l'aiuto di un imbuto ho aggiunto il lattosio allacqua e I'ho aiutato a
sciogliersi agitando.

La concentrazione del lattosio € quindi nota: 1,0 g/L.

Ho svolto il procedimento standard sopra descritto e poi ho calcolato la
concentrazione per verificare I'esattezza del procedimento.

Dati e calcoli

Le estinzioni E; sono: bianco lattosio: 0,210
campione lattosio: 0,214
bianco D-galattosio: 0,221
campione D-galattosio: 0,216

Le estinzioni E; sono: bianco lattosio: 0,215
campione lattosio: 0,757
bianco D-galattosio: 0,225
campione D-galattosio: 0,220

Il E (E2-E1) é: bianco lattosio: 0,005
campione lattosio: 0,543
bianco D-galattosio: 0,004
campione D-galattosio: 0,004

Ecampione lattosio = Ebianco lattosio = 0,943 — 0,005 = 0,538
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Ecampione D-galattosio ~ Ebianco D-galattosio = 0,004 - 0,004 = 0,000
Elattosio + D-galattosio = ED-galattosio = 0,538 — 0,000 = 0,538
Clattosio = 1,793 g/L . 0,538 = 0,965 g/L

Cp-galattosio = 0,9437 g/L . 0,000 = 0,000 g/L

La concentrazione di lattosio ottenuta dai calcoli € soddisfacente, il lavoro é stato
quindi svolto in modo accurato.

3.6 Analisi Rivella rossa

In questo esperimento abbiamo analizzato la Rivella rossa.

12

Sull'etichetta della bevanda Rivella e dichiarata la presenza di 1,4 g di lattosio per

dL. Lo scopo di questo esperimento é verificare se questa € la reale quantita
presente nella bottiglia.

Materiale e apparecchi necessari

Vetreria varia: matraccio, imbuto, becker

Pipette a volume regolabile Gilson P100, P200, P1000 e punte corrispondenti di
plastica

Cuvette monouso di plastica per UV-VIS

Timer

Bilancia

Spettrofotometro UV-VIS

Kit enzimatico

Rivella rossa

Acqua bidistillata

12 Rivella. <http://www.rivella.at/index at/erhaeltlichkeit at.htm>, 2007.
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Procedimento

Ho diluito la Rivella, diluizione 1:20. Ho aggiunto a 0,7 g di Rivella 1 L di acqua
bidistillata.

La concentrazione che andro a verificare € quindi 0,7 g di lattosio per litro.

Ho svolto il procedimento standard sopra descritto e poi ho calcolato la
concentrazione di lattosio presente nella soluzione.

Dati e calcoli

Le estinzioni E; sono: bianco lattosio: 0,207
campione lattosio: 0,216
bianco D-galattosio: 0,215
campione D-galattosio: 0,215

Le estinzioni E; sono: bianco lattosio: 0,210
campione lattosio: 0,646
bianco D-galattosio: 0,218
campione D-galattosio: 0,222

Il E (E2-E1) é: bianco lattosio: 0,003
campione lattosio: 0,430
bianco D-galattosio: 0,003
campione D-galattosio: 0,007

Ecampione lattosio = Ebianco lattosio = 0,430— 0,003 = 0,427
Ecampione D-galattosio =  Ebianco D-galattosio = 0,007 — 0,003 = 0,004
Elattosio + D-galattosio ~ ED—gaIattosio =0,427 -0,004 = 0,423

C|attosi0 = 1,793 g/L . 0,423 = 0,758 g/L
CD-ga|attosio = 0,9437 g/L . 0,004 = 0,00377 g/L

Avendo precedentemente diluito, la concentrazione di lattosio in questa bottiglia
risulta 1,52 g/dL. La concentrazione dichiarata sull’etichetta é invece 1,4 g/dL. Per
avere la completa sicurezza che tutte le bottiglie di Rivella contengano piu lattosio
di quello che e dichiarato bisognerebbe compiere ulteriori misurazioni. Il valore e
comunque accettabile.

3.7 Analisi latte contenente e privo di lattosio

In questo esperimento si € voluto analizzare il latte contenente lattosio e quello
privo di lattosio per sapere il tenore di lattosio presente in entrambi.

Per prima cosa bisogna estrarre il lattosio da questi alimenti cosi da avere una
soluzione limpida da utilizzare nel test. Il metodo e lo stesso per entrambi i
campioni di latte.
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Materiale e apparecchi necessari

Vetreria varia: matraccio graduato, imbuto, bicchierini, becker.

Pipette a volume regolabile Gilson P100, P200, P1000 e punte corrispondenti di
plastica

Cuvette monouso di plastica per UV-VIS

Timer

Bilancia

Pipette di plastica

Forno

Spettrofotometro UV-VIS

Filtro a pieghe

Kit enzimatico

Acqua bidistillata

Latte contenente e privo di lattosio

Carrez | (3,60 g di ferrocianuro di potassio-Il, K4[Fe(CN)g] . 3H,O / 100 mL)
Carrez Il (7,20 g di solfato di zinco ZnSO,4. 7H20 / 100 mL)

NaOH (0,1 mol/L)

Estrazione lattosio dal latte

Ho pesato in un matraccio graduato da 100 mL esattamente circa 1 g di latte.
Ho aggiunto ca. 60 mL di acqua bidistillata.

Ho scaldato il tutto a 70 T per 15 min in un forno e ogni tanto ho agitato il
matraccio.

Nel matraccio 1 (a sinistra) troviamo una soluzione contenente latte con lattosio,
mentre nel matraccio 2 (a destra) troviamo una soluzione contenente latte privo di
lattosio.

Per precipitare le proteine ho aggiunto 5 mL di Carrez | diluita (3,60 g di
ferrocianuro di potassio-Il, K4[Fe(CN)g] . 3H,O / 100 mL = 12,0 g/50 mL), poi 5
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mL di Carrez Il diluita (7,20 g di solfato di zinco ZnSO,. 7H20 / 100 mL = 12,0
g/50 mL) e infine 10 mL di NaOH (0,1 mol/L).

Ho lasciato raffreddare e quindi la soluzione é stata portata a temperatura
ambiente.

Ho portato a volume (fino alla tacca del matraccio) con acqua bidistillata e ho
mescolato.

Ho filtrato la soluzione grazie a un imbuto e un filtro a pieghe.

Questa soluzione limpida I'ho usata per il test enzimatico.

Ho svolto dunque il procedimento standard sopra descritto e poi ho calcolato la
concentrazione di lattosio presente nelle due soluzioni.

Latte contenente lattosio

In questo esperimento ho analizzato il latte della Migros Valflora latte intero.

13

Secondo le tabelle che si possono trovare sulle varie sostanze presenti nei
principali alimenti (cfr. tabella capitolo latte per uso alimentare), il latte di mucca da
consumare, con un minimo di 3,5 % di materia grassa, contiene 4,8 g di lattosio in
100 g di latte. Lo scopo dell’esperimento € dunque verificare se il latte contiene
circa 4,8 g/ 100 g o mL.

Ho pesato 1,004 g di latte e dopo aver estratto il lattosio e aver ottenuto la
soluzione limpida I'ho utilizzata nel test enzimatico.

Dati e calcoli

Le estinzioni E; sono: bianco lattosio: 0,212
campione lattosio: 0,212
bianco D-galattosio: 0,208
campione D-galattosio: 0,218

13 <www.migros.ch>, 2007.
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Le estinzioni E; sono: bianco lattosio: 0,215
campione lattosio: 0,479
bianco D-galattosio: 0,211
campione D-galattosio: 0,220

Il E (E2-E1) é: bianco lattosio: 0,003
campione lattosio: 0,267
bianco D-galattosio: 0,003
campione D-galattosio: 0,002

Ecampione lattosio = Ebianco lattosio = 0,267 — 0,003 = 0,264
Ecampione D-galattosio = Ebianco D-galattosio = 0,002 - 0,003 =-0,001
Elattosio + D-galattosio ~ ED—galattosio =0,264 + 0,001 = 0,265

C|att05i0 = 1,793 g/L . 0,265 = 0,475 g/l_ = 4,75 g/lOO ml_
Cpb-galattosio = 0,9437 g/L . -0,001 = - 0,000944 g/L = - 0,00944 g/100 mL

Avendo pesato 1,004 g di latte la concentrazione di lattosio risultante in questo
latte € 4,73 g/100 g o mL. La concentrazione di D-galattosio risultante in questo
latte € 0,00940 g/100 mL.

La concentrazione risultante € molto vicina al valore trovato sulla tabella, quindi
I'esperienza é stata svolta accuratamente.

Latte privo di lattosio

In questo esperimento ho analizzato il latte privo di lattosio Freefrom della Coop.

14

Lo scopo dellesperimento é verificare se la reale concentrazione di lattosio nel
latte denominato privo di lattosio € di circa 0,1 g di lattosio per 100 g o0 mL come
troviamo sull’etichetta.

Ho pesato 0,9937 g di latte e dopo aver estratto il lattosio e aver ottenuto la
soluzione limpida I'ho utilizzata nel test enzimatico.

14 <« www.coop.ch/freefrom/>, 2007.
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Dati e calcoli

Le estinzioni E; sono: bianco lattosio: 0,221
campione lattosio: 0,209
bianco D-galattosio: 0,225
campione D-galattosio: 0,208

Le estinzioni E; sono: bianco lattosio: 0,223
campione lattosio: 0,354
bianco D-galattosio: 0,227
campione D-galattosio: 0,346

Il E (E,-E;) €: bianco lattosio: 0,002
campione lattosio: 0,145
bianco D-galattosio: 0,002
campione D-galattosio: 0,138

Ecampione lattosio ~ Ebianco lattosio = 0,145 - 01002 = 0,143
Ecampione D-galattosio ~ Ebianco D-galattosio = 0,138 - 0,002 = 0,136
Elattosio + D-galattosio ~ ED-galattosio = 0,143 - 0,136 = 0,007

Clattosio = 1,793 g/L . 0,007 = 0,0126 g/L = 0,126 g/100 mL

Chp-galattosio = 0,9437 g/L . 0,136 = 0,128 g/L = 1,28 g/100 mL

Avendo pesato 0,9937 g di latte la concentrazione di lattosio risultante in questo
latte € 0,127 g/100 g o mL. La concentrazione di D-galattosio in questo latte € 1,29
9/100 g o mL.

La concentrazione risultante e la stessa che viene dichiarata sull’etichetta e anche
in questo caso I'esperimento e stato eseguito in modo accurato.

3.8 Analisi cioccolato contenente e privo di lattos i0

Questo esperimento € analogo a quello precedente, perché si vuole analizzare il
cioccolato contenente lattosio e quello privo di lattosio per sapere il tenore di
lattosio presente in entrambi.

Per prima cosa bisogna estrarre il lattosio da questi alimenti per avere una
soluzione limpida da utilizzare nel test. Il metodo € lo stesso per i due campioni di
cioccolato.

Materiale e apparecchi necessari

Vetreria varia: matraccio graduato, imbuto, becker.

Pipette a volume regolabile Gilson P100, P200, P1000 e punte corrispondenti di
plastica

Cuvette monouso di plastica per UV-VIS

Timer

Bilancia
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Pipette di plastica

Grattugia

Forno

Spettrofotometro UV-VIS

Filtro a pieghe

Kit enzimatico

Acqua bidistillata

Cioccolato contenente e privo di lattosio

Estrazione lattosio dal cioccolato

Ho grattugiato alcune briciole di cioccolato.

Ho pesato esattamente circa 2 g di prodotto e 'ho messo in un matraccio
graduato da 100 mL.

Ho aggiunto ca. 70 mL di acqua bidistillata.

Ho scaldato a 70 € per 15 min in un forno e ho agitato il matraccio molto
frequentemente.

Ho lasciato raffreddare a temperatura ambiente.

Ho portato a volume con acqua bidistillata e ho mescolato bene.

Per far separare i grassi ho riposto il matraccio in frigorifero per ca. 20 min.

Ho filtrato la soluzione grazie a un imbuto e un filtro a pieghe avendo cura di
eliminare i primi mL.

Questa soluzione leggermente opalescente I'ho usata per il test enzimatico.

Ho svolto dunque il procedimento standard sopra descritto e poi ho calcolato la
concentrazione di lattosio presente nelle due soluzioni.

Cioccolato contenente lattosio

In questo esperimento ho analizzato il cioccolato Branche noir, cioccolato amaro
ripieno di crema alle nocciole, della Migros, sulla cui etichetta & dichiarata la
presenza di latte magro e intero in polvere e dunque di lattosio.

15

'* Schoggiverstand. <http://schoggiversand.ch/1798871.htm>, 2007.
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Ingredienti

Zucchero, nocciole 16%, pasta di cacao, latte magro in polvere, burro di cacao, ol
vegetali idrogenati, cacao in polvere, latte intero in polvere, burro fuso, mandorle,
lecitina di soia, aromi, noci, cereali contenenti glutine, pistacchi. Pud contenere
tracce di arachidi.

Ho pesato 2,0085 g di cioccolato e dopo aver estratto il lattosio e aver ottenuto la
soluzione leggermente opalescente I'ho utilizzata nel test enzimatico.

Dati e calcoli

Le estinzioni E; sono: bianco lattosio: 0,205
campione lattosio: 0,269
bianco D-galattosio: 0,213
campione D-galattosio: 0,271

Le estinzioni E; sono: bianco lattosio: 0,207
campione lattosio: 0,778
bianco D-galattosio: 0,214
campione D-galattosio: 0,279

Il E (E,-E;) €: bianco lattosio: 0,002
campione lattosio: 0,509
bianco D-galattosio: 0,001
campione D-galattosio: 0,008

Ecampione lattosio = Ebianco lattosio = 0,909 — 0,002 = 0,507
Ecampione D-galattosio =  Ebianco D-galattosio = 0,008 — 0,001 = 0,007
- ED—gaIattosio =0,507 - 0,007 = 0,500

Elattosio + D-galattosio
Ciattosio = 1,793 g/L . 0,500 = 0,897 g/L = 9,00 g/100 mL
Cp-galattosio = 0,9437 g/L . 0,007 = 0,00661 g/L = 0,0661 g/100 mL
Avendo pesato 2,0085 g di cioccolato la concentrazione di lattosio risultante in
guesto cioccolato é e 4,48 g/100 g. La concentrazione di D-galattosio in questo
cioccolato e 0,0330 g/100 g.
Non avendo trovato su una tabella la concentrazione di lattosio comunemente

presente nel cioccolato e non sapendo neppure le percentuali di latte intero e
magro in polvere presenti nel cioccolato, non posso verificare questo risultato.

Cioccolato privo di lattosio

In questo esperimento ho analizzato il cioccolato Concacao Freefrom della Coop
sulla cui etichetta e dichiarata I'assenza di lattosio.
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16

Ingredienti

Zucchero 36%, burro di cacao, sciroppo di glucosio di riso 16%, pasta di cacao,
nocciole, sale da cucina iodato, aromi. Puo contenere tracce di mandorle, proteine
del latte e soia.

Lo scopo dell’esperimento é verificare se la reale concentrazione di lattosio nel
cioccolato denominato privo di lattosio € minore dello 0,1 g di lattosio per litro.

Ho pesato 2,0070 g di cioccolato e dopo aver estratto il lattosio e aver ottenuto la
soluzione leggermente opalescente I'ho utilizzata nel test enzimatico.

Dati e calcoli

Le estinzioni E; sono: bianco lattosio: 0,205
campione lattosio: 0,252
bianco D-galattosio: 0,213
campione D-galattosio: 0,252

Le estinzioni E; sono: bianco lattosio: 0,207
campione lattosio: 0,257
bianco D-galattosio: 0,214
campione D-galattosio: 0,254

Il E (E2-E1) é: bianco lattosio: 0,002
campione lattosio: 0,005
bianco D-galattosio: 0,001
campione D-galattosio: 0,002

Ecampione lattosio = Ebianco lattosio = 0,005 — 0,002 = 0,003

Ecampione D-galattosio =  Ebianco D-galattosio = 0,002 - 0,001 = 0,001

Elattosio + D-galattosio ~ ED—galattosio = 0,003 - 0,001 = 0,002
Catiosio = 1,793 g/L . 0,002 = 0,00359 g/L = 0,0359 g/100 mL

Cp-galattosio = 0,9437 g/L . 0,001 = 0,000944 g/L = 0,00944 g/100 mL

'® Coop Freefrom. <www.coop.ch/freefrom/>, 2007.
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Avendo pesato 2,0070 g di cioccolato la concentrazione di lattosio risultante in
guesto cioccolato é 0,0179 g/100 g. La concentrazione di D-galattosio in questo
cioccolato € 0,00470 g/100 g.

La concentrazione di lattosio ottenuta non supera quella dichiarata dai prodotti di
questa linea di prodotti. L’'esperimento € stato svolto in modo accurato.

Per avere una controprova dell’accuratezza con cui é stato svolto I'esperimento ho
anche analizzato la soluzione contenente lattosio a concentrazione nota (1 g/L)
che avevo gia analizzato precedentemente.

Dati e calcoli

Le estinzioni E; sono: bianco lattosio: 0,209
campione lattosio: 0,213
bianco D-galattosio: 0,220
campione D-galattosio: 0,215

Le estinzioni E; sono: bianco lattosio: 0,215
campione lattosio: 0,757
bianco D-galattosio: 0,224
campione D-galattosio: 0,220

Il E (E,-E;) €: bianco lattosio: 0,006
campione lattosio: 0,544
bianco D-galattosio: 0,004
campione D-galattosio: 0,005

Ecampione lattosio = Ebianco lattosio = 0,544 - 0,006 = 0,538
Ecampione D-galattosio ~ Ebianco D-galattosio = 0,005 - 0,004 = 0,001
Elattosio + D-galattosio = ED-galattosio = 0,538 - 0,001 = 0,537
Clattosio = 1,793 g/L . 0,537 = 0,963 g/L
Cpb-galattosio = 0,9437 g/L . 0,001 = 0,000944 g/L

La concentrazione di lattosio ottenuta dai calcoli € soddisfacente, tutto il lavoro &
stato dungue svolto in modo accurato.
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4. Conclusione

L’aumento di persone che soffrono di allergie e intolleranze alimentari ha portato
negli ultimi anni a dei cambiamenti e a degli sviluppi nellambito della legge e del
commercio. Ora vige l'obbligo di dichiarare sulle etichette gli allergeni e alcuni
produttori stanno mettendo sul mercato prodotti “particolari” che facilitano la vita, a
chi come me, soffre di questi problemi. Rispetto anche solo a dieci anni fa la
situazione & cambiata moltissimo, ma naturalmente si puo sempre migliorare. Le
derrate alimentari esenti dai principali allergeni dovrebbero aumentare e i ristoranti
dovrebbero informare i clienti con maggiore sicurezza sul contenuto specifico delle
loro pietanze in caso di richiesta.

Per quanto riguarda la parte sperimentale ho potuto verificare una buona
corrispondenza tra i tenori di lattosio determinati sperimentalmente e quelli
dichiarati sulle confezioni.

Questo lavoro di maturita mi ha dato la possibilita di concentrarmi su un tema che
mi tocca da vicino, le allergie e le intolleranze, e su un campo, quello
dell'alimentazione, sul quale molto probabilmente intraprendero i miei studi futuri.
Ringrazio il professor Paolo Morini che mi ha dato la possibilita di eseguire il
lavoro di maturita in un settore per me molto interessante. Un grazie particolare va
inoltre al Laboratorio Cantonale di Bellinzona, che mi ha permesso di eseguire lo
stage pratico. Non va inoltre dimenticata la direzione Migros Ticino e la ditta loro
fornitrice di prodotti derivati dal latte Elsa (Estavayer Lait S.A, Estavayer-le-Lac)
per la gradita disponibilita a fornire informazioni sui prodotti esenti da lattosio e la
loro produzione industriale.
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