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Valutazione della presenza di inquinanti,
dello stato di ossidazione e
caratterizzazione della frazione volatile
nei prodotti della filiera della carne suina

Summary

Nowadays the quality of food is a multifactorial concept, which include sa-
fety, nutritional and edonistic aspect. Concerning the safety problems, it is
important to assess the presence of undesirable compounds, which can af-
fect negatively the normal organism physiology. The sources of these sub-
stances can be exogenous (environmental pollution) or endogenous (related
to degradation of some components). The aim of this paper was to investi-
gate on PAH contamination of 4 different types of feeds (and correspon-
ding ingredients) and possible transfer of PAH contamination to the meat
of 4 groups of pigs (of 8 pigs each) feeded with the 4 different formula-
tions. Among feed ingredients, the most contaminated resulted to be ten-
der wheat bran and soybean (BaP mean amounts of 0,248 and 0,153, re-
spectively), while barley and corn showed the lowest contamination levels.
All the meat samples showed similar and very low contamination levels, to
confirm the fact that PAHs ingested with feeds are rapidly metabolised.
The volatile fraction was assessed on feed, raw material and meat. Particu-
lar attention was paid for marker of secondary oxidation, like hexanal. The
results obtained showed a low amount of hexanal, between not detectable
(<0.2 ug/kg) and 20 ug/kg. Among the raw material, soybean presented
the lowest amount (from <0.5 to 0.6 ug/kg), instead the quantity in barley
was variable. The feeds showed high amount of hexanal: control fodder had
134 + 69 ug/kg of hexanal, fodder + oil + vitamin E had 146 + 72 ug/kg,
todder + sunflower oil had 182+32 ug/kg, fodder + vitamin E had 161 + 67
ug/kg. The meat samples presented hexanal, eptanal, octanale, nonanale,
butanoic acid and hexanoic acid, but in lower amount than feed.

Riassunto

La definizione della qualita di un alimento ¢ oggi un concetto multifatto-
riale che riunisce aspetti di sicurezza, valori nutrizionali ed edonistici. Dal
punto di vista della salubrita, ¢ importante valutare la presenza di sostanze
indesiderabili in quanto capaci di interagire negativamente con la normale
funzionalita biologica dell’organismo consumatore. Le sostanze “indeside-
rabili” possono derivare da fonti esogene (inquinanti ambientali) o endoge-
ne (legate alla degradazione di alcuni componenti. Lo scopo di questo la-
voro ¢ stato quello di valutare i livelli di contaminazione con IPA di 4 dif-
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Introduzione

Gli idrocarburi policlici aromatici
(IPA) sono inquinanti ambientali
generati da processi di combustione
incompleta di sostanza organica.
Vengono distinti in leggeri e pesan-
ti a seconda del numero di anelli
benzenici presenti nella molecola.
Gli TPA pesanti tra cui ricordiamo
il benzo[a]pirene (BaP) sono sicu-
ramente pil pericolosi dal punto di
vista tossicologico in quanto cance-
rogeni. Nell'atmosfera vengono ri-

ferenti tipologie di mangimi (e relativi ingredienti) e studiare il possibile
trasferimento della contaminazione con IPA nella carne di 4 gruppi di
maiali (di 8 maiali ciascuno), alimentati con le 4 diverse tipologie di man-
gime. I mangimi analizzati hanno presentato livelli di contaminazione con
benzo[a]pirene (BaP) compresi tra 0,037-0,107 ppb. Le materie prime pit
contaminate sono risultate essere la crusca di grano tenero e la soia (con li-
velli massimi di BaP rispettivamente di 0,248 ¢ 0,0,153 ppb), mentre orzo
e mais sono risultati meno contaminati. In tutti i campioni di carne sono
stati ritrovati livelli paragonabili e comunque molto bassi di IPA, a confer-
ma del fatto che gli IPA ingeriti con i mangimi vengono rapidamente me-
tabolizzati. La frazione volatile ¢ stata valutata sia sui mangimi e materie
prime che sulla carne, con particolare attenzione alla presenza di marker di
ossidazione lipidica secondaria, quali 'esanale. I risultati ottenuti hanno
evidenziato contenuti di esanale molto bassi, compresi tra non dosabile
(< 0,2 ug/kg) e 20,0 ug/kg. I campioni di soia sono risultati quelli con mi-
nore contenuto (da < 0,5 a 0,6 ug/kg), mentre la granella di orzo ha evi-
denziato una situazione molto variabile. A differenza delle materie prime, i
mangimi presentano contenuti di esanale rilevanti (tutti espressi in ug/kg):
mangime di controllo 134 + 69, mangime + olio + vitamina E 146 + 72,
mangime + olio di girasole 182 + 32, mangime + vitamina E 161 + 67. 1
campioni di carne hanno evidenziato la presenza di esanale, etanolo, otta-
nale, nonanale, acido esanoico e butanoico, ma sempre a livelli inferiori a
quanto rilevato nei mangimi

versati grandi quantita di IPA in
seguito ad attivitd vulcaniche e in-
cendi di foreste; a questa fonte na-
turale, negli ultimi decenni, si sono
aggiunte anche altre fonti quali
processi di combustione per la pro-
duzione di energia, incenerimento
di rifiuti, attivita industriali, emis-
sioni di autoveicoli. Attraverso il
“fall-out” atmosferico gli IPA pre-
senti nell’atmosfera possono conta-
minare le colture. Cereali e altri ve-
getali utilizzati per la formulazione
dei mangimi vengono contaminati

attraverso la deposizione di partico-
lato atmosferico e, in misura mag-
giore, attraverso processi di essicca-
mento che prevedono il contatto
diretto con i fumi di combustione. I
grassi utilizzati nei mangimi posso-
no essere contaminati con livelli di
IPA elevati data la natura lipofila di
questi contaminanti (1-3).

Gli studi relativi al passaggio degli
IPA lungo catena alimentare sono
molto scarsi e, anche se la maggior
parte di questi indicano che non vi
¢ un evidente accumulo nei tessuti




adiposi degli animali in quanto gli
IPA introdotti con la dieta vengono
rapidamente metabolizzati, altri
hanno evidenziato livelli di conta-
minazione superiori rispetto ai “li-
velli di fondo” nei tessuti e nel latte
di animali allevati in zone forte-
mente inquinate (4).

I metodi tradizionali per la deter-
minazione degli IPA prevedono
spesso lunghi passaggi di prepara-
zione del campione che nel caso ad
esempio delle matrici a base protei-
ca prevedono quasi sempre una sa-
ponificazione del campione che, se-
condo alcuni ricercatori, risulta ne-
cessaria per liberare gli IPA che si
trovano legati covalentemente alle
proteine. Segue una fase di purifi-
cazione che tradizionalmente viene
effettuata su colonne impaccate di
diverso materiale adsorbente o me-
diante GPC. Pil recentemente
I'impiego di queste colonne impac-
cate ¢ stato sostituito dalla SPE.
Segue analisi HPLC abbinata a ri-
velazione spettrofluorimetrica o
GC-MS. Accanto ai metodi tradi-
zionali di estrazione del campione
si stanno affermando recentemente
metodi innovativi semi-automatiz-
zati quali I'accelerated solvent ex-
traction (ASE) e la microwave assi-
sted extraction (MAE) che sfrutta-
no le alte temperature e pressioni
per migliorare lefficienza di estra-
zione riducendo tempi e quantita di
solvente utilizzate.

Lo scopo principale di questo lavo-
ro ¢ stato quello di valutare il livel-

lo di contaminazione con IPA nella
filiera della carne suina e di verifi-
care se gli IPA assunti dagli anima-
li attraverso la dieta, possano in
qualche misura accumularsi nel
grasso intramuscolare andando a
costituire una fonte di esposizione
per 'vomo. A tal fine, dopo aver
messo a punto delle procedure ana-
litiche idonee basate sulla MAE,
sono stati analizzati i livelli di con-
taminazione con IPA nei mangimi
impiegati per 'alimentazione degli
animali, nelle singole materie pri-
me utilizzate per la formulazione
degli stessi mangimi e nella carne
cruda. Infine, si ¢ voluto anche ve-
rificare 1 livelli di contaminazione
apportati da diversi trattamenti
termici (cottura in padella e alla
griglia).

Mentre gli IPA sono prodotti inde-
siderabili di derivazione esogena, i
sistemi naturali insaturi, e quindi
anche le carni, possono presentare
sostanze indesiderabili che deriva-
no da irrancidimento lipidico. L'au-
mentata coscienza dei consumatori
indirizza verso la ricerca di prodotti
carnei la cui qualita oltre che nutri-
zionale riguardi anche I'aspetto
sensoriale. Molti studi (5-12) han-
no messo in evidenza una correla-
zione tra la presenza di prodotti se-
condari di ossidazione e la dieta
dell’animale. A fronte di ricerche
(13) focalizzate sulla valutazione e
prevenzione della degradazione os-
sidativa delle carni, si registra anco-
ra una certa carenza nello sviluppo

di metodi rapidi ed economici per
determinarla e ancora oggi viene
ampiamente applicato il test dell’a-
cido tiobarbiturico, che risulta one-
roso in termini di tempo e con una
serie di limitazioni.

La misura dei prodotti secondari di
ossidazione, in particolare esanale, &
stata applicata con successo per la
valutazione della ossidazione lipidi-
ca nel caso della carne cotta me-
diante campionamento dello spazio
di testa statico (14-16) e dinamico
(17). Altri autori hanno documen-
tato l'utilita del monitoraggio del-
I'esanale anche in periodi brevi (1-6
giorni) nella carne cotta. Nelle ap-
plicazioni pil recenti ¢ stata usata
la tecnica SPME (18, 19), che tut-
tavia non risulta ancora applicata
sulla carne cruda.

Lo scopo del presente lavoro ¢ stato
pertanto di verificare I'applicabilita
della tecnica SPME, finalizzata alla
valutazione di prodotti secondari di
ossidazione, sia a campioni di carne
cruda, sia ai mangimi utilizzati nel-
l'allevamento degli animali consi-
derati.

Materiali e metodi
Campionamento

Per la formulazione dei mangimi
somministrati agli animali della
sperimentazione sono state impie-
gate le seguenti materie prime:
mais in granella (GM), orzo in gra-
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nella (GO) (entrambe di produzio-
ne aziendale), crusca di grano tene-
ro (GT), farina di estrazione di soia
(SS) (acquistate gia macinate in
sacchi) e olio di girasole ad alto
contenuto di acido oleico (OG).

In tabella 1 sono indicate le com-
posizioni percentuali della formula-
zione di controllo (mangime con-
venzionale senza aggiunta di grassi)
e di quella addizionata di olio
(mangime convenzionale addizio-
nato del 3% di olio di girasole ad
alto oleico). A loro volta queste 2
formulazioni sono state suddivise in
2: una tal quale e una addizionata
di 250 ppm di vitamina E. I man-
gimi sperimentali sopra descritti
sono stati utilizzati per alimentare
64 suini suddivisi in 4 gruppi (8
maschi castrati e 8 femmine intere
ciascuna), sulla base della 4 diverse
formulazioni con cui sono stati ali-
mentati.

In tabella 2 ¢ riportato il piano di
campionamento relativo agli ani-
mali dai quali sono state ricavate le
braciole di carne utilizzate per le
successive analisi degli IPA e della
frazione volatile.

Le braciole di carne di maiale sono
state disossate e una quantitd rap-
presentativa di ogni braciola (200
g) ¢ stata finemente omogeneizzata
con un cutter. In seguito il campio-
ne ¢ stata congelato a -20°C, liofi-
lizzato e ridotto in polvere finissi-
ma con un macina-caffe.

1° lotto 2° lotto 3° lotto

da 50 2 90 kg da 90 a 120 kg da 120 a 160 kg

Controllo Olio Controllo Olio Controllo Olio

Mais 55,00 53,00 55,00 53,00 55,00 53,00

Orzo 17,35 18,08 18,92 19,51 20,44 21,07

Crnmen & 10,00 6,00 10,00 600 10,00 6,00
grano tenero

Soia 14,50 16,50 13,00 15,00 11,50 13,50

Olio 0,00 300 000 3,00 0,00 3,00

Altro 3,15 3,42 3,08 3,49 3,06 3,43

Campione Sesso Tipo di mangime

C1-C4 Femmina Controllo

C5-C8 Maschio Controllo

CE1-CE4 Femmina Controllo + vit E

CE5-CES Maschio Controllo + vit E

CO1-COE4 Femmina Controllo + olio girasole
CO5-COES8 Maschio Controllo + olio girasole
COE1-COE4 Femmina Cont. + olio g + vit E
COE5-COES Maschio Cont. + olio g + vit.E

Analisi degli IPA Per i campioni di mangime la pro-

In figura 1 & riportata la procedura
di estrazione ottimizzata che pre-
vede di partire da 2 g di campione
liofilizzato che vengono pesati di-
rettamente nel vaso di estrazione e
addizionati di 20 mL di esano in
presenza di una barretta in Carbo-
flon (assorbitore secondario di mi-
croonde) che permette di riscalda-
re il solvente apolare altrimenti
trasparente alle microonde. I vasi
di estrazione opportunamente si-
gillati vengono posti a 115°C per
15 min.

cedura risulta analoga con la diffe-
renza che si parte dal campione tal
quale (finemente macinato) e si
preleva, dopo raffreddamento, una
quantita maggiore di estratto esani-
co decantato al fine di migliorare la
sensibilitd di analisi senza superare
la capacita della cartuccia silice.

L’estratto esanico cosi ottenuto
contiene i trigliceridi. Al fine di
eliminare questi interferenti si ¢
impiegato un metodo gia messo a
punto per la determinazione degli
IPA in oli vegetali che prevede un
passaggio di purificazione SPE su




2 g carne liofilizzata
+20 mL C6 + Carboflon
MARS: 115°C x 15 min

5 mL di estratto decantato in
provetta tronco-conica

Concentrazione

3 g mangime tal quale
+30 mL C6 + Carboflon
MARS: 115°C x 15 min

20 mL di estratto decantato in
pallone rotavapor

Concentrazione

Olio (250 mg in 1 mL C6)

Univapo a piccolo volume (< 0,5 mL)
Cartuccia SPE (5 g)
Lavaggio: 20 mL CH.Cl,
Asciugatura sotto vuoto
Condizionamento: 20 mL C6
» Caricamento residuo

in 1 mL di C6

Eluizione: C6/ CH,Cl, (70/30)
Si scarta frazione 0-8 mL
Si raccoglie frazione 8-16 mL

Concentrazione eluato
+100 uL di CH;CN
Analisi HPLC
(rivelazione spettrofluorimetrica)

una cartuccia di silice (5 g) seguito
da analisi HPLC su colonna C18
(Supelcosil LC-PAH, 250 x 3 mm
d.i.) utilizzando un gradiente bina-
rio costituito da acetonitrile e ac-
qua e rivelazione spettrofluorime-

trica (20).
Analisi det volatili

A causa della differente struttura
della matrice esaminata, si € reso
necessario sviluppare protocolli
analitici dedicati per i mangimi e le
materie prime e per la carne.

Per le materie prime ed i mangimi,
si ¢ proceduto macinando, quando
necessario, il campione, immediata-
mente prima dell’analisi, mentre
nel caso dei campioni di carne si
sono realizzate alcune prove preli-
minari per valutare la possibilita di
lavorare sul campione tal quale e al

fine di minimizzare la disomoge-
neita di distribuzione dei differenti
componenti, 1 campioni sono stati
finemente macinati come sopra de-
scritto.

Un’aliquota di campione pari a
3,0 + 0,01 g esattamente pesata ¢
stata introdotta in un “vial” da 10
mL, chiuso con setto di teflon e
ghiera. Il campione ¢ stato condi-
zionato a bagno maria per 30 mi-
nuti a 40°C, quindi nello spazio di
testa & stata introdotta la fibra ed il
campionamento ¢ stato effettuato
per altri 30 minuti, trascorsi i quali
la fibra ¢ stata desorbita nell’iniet-
tore del gas cromatografia 280°C
per 4 minuti.

Liniezione ¢ avvenuta con modalita
splitless, con un ritardo di 4 minuti
nell’apertura della valvola parzializ-
zatrice; la colonna utilizzata era in
silice fusa, 30 m x 0,32 mm 1.d.,

0,20 um di spessore di fase (Supel-
cowax 20 M); la temperatura del
forno era programmata da 40°C a
280°C, con una isoterma iniziale di
4 minuti ed una successiva rampa
di 5°C/min; la temperatura del ri-
velatore (FID) era di 280°C. Nel
caso della GC-MS, le condizioni di
iniezione e di corsa cromatografica
erano identiche, la temperatura del-

la transfer line era di 280°C e le-
nergia di ionizzazione di 70 eV.

Preparazione delle rette di
calibrazione

La retta di taratura per la determi-
nazione dell’esanale ¢ stata realiz-
zata aggiungendo ad un campione
di mangime e di carne con livelli di
esanale al di sotto dei limiti di rile-
vabilita, quantita crescenti di solu-
zione di esanale in squalene.

Risultati e discussioni

Ottimizzazione della procedura di
estrazione assistita con le microonde

La prima parte di questa ricerca ha
riguardato la messa a punto di me-
todiche MAE rapide e semplici per
la determinazione degli IPA nelle
matrici di interesse. In particolare il
sistema utilizzato ¢ in grado di pro-
cessare contemporaneamente fino a
14 campioni.

I campioni di carne sono stati preli-
minarmente liofilizzati in quanto in
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presenza di elevate quantita di ac-
qua viene infatti ostacolata la pene-
trazione del solvente apolare nella
matrice e quindi viene ridotta I'effi-
cienza di estrazione.

Per ottimizzare I'estrazione degli
IPA dalla matrice carne sono state
effettuate delle prove su un cam-
pione di Pitina, contaminato con
apprezzabili livelli di IPA. Si tratta
di un salume (originario delle valli
a nord di Pordenone) di carne suina
ed ovina, triturata e condita con sa-
le, spezie e altre erbe aromatiche; la
carne viene pressata manualmente
per formare una polpetta, passata
nella farina di mais e affumicata
tradizionalmente con fumo di le-
gno di faggio.

I principali parametri ottimizzati
per lestrazione, sono: tipo di sol-
vente, rapporto quantitd campio-
ne/volume di solvente, temperatura

di estrazione e tempo di estrazione.
I risultati di questo confronto sono
oggetto di un lavoro inviato per una

pubblicazione (21) e le condizioni
ottimali di estrazione sono quelle
riportate in materiali e metodi.
Rispetto all’estrazione con gli ultra-
suoni (sonicazione), gia utilizzata
da alcuni autori per I'estrazione di
IPA da carne affumicata liofilizzata
(22), 1a MAE, come si vede nella
figura 2, permette di migliorare
Pefficienza di estrazione.
Utilizzando l'estrattore a microon-
de ¢ possibile effettuare una sapo-
nificazione rapida in presenza di
KOH metanolica satura e una con-
temporanea estrazione dell’insapo-
nificabile con esano, con notevoli
vantaggi in termini di tempo e con-
sumo di solventi rispetto alla sapo-
nificazione condotta con metodi
tradizionali (23). Lapplicazione di
questo approccio analitico ai man-
gimi oggetti di studio ha portato a
risultati comparabili in termini di
efficienza di estrazione a quelli ot-
tenuti applicando la procedura
MAE ottimizzata.

Calibrazione e quantita minima
rilevabile

In tabella 3 sono riportati i dati di
calibrazione, i coefficienti di corre-
lazione (r?) e 1 limiti di rilevabilita
(LOD) espressi come concentra-
zione di analita in grado di dare un
segnale (picco) di altezza pari a 3
volte il segnale del rumore di fon-

do.
Ripetibita e recupero

In tabella 4 vengono riportati i dati
relativi alla ripetibilita testata su un
campione di Pitina e su un mangi-
me di controllo. Per il mangime si
sono ottenuti CV% piu elevati ma
comunque soddisfacenti, tenuto
conto dei bassi livelli di concentra-
zione presenti in questo campione.

Anche i recuperi (calcolati su un
campione fortificato) sono risultati
buoni in entrambe le matrici e ge-
neralmente compresi tra 1’80 e il

300.0 4,0 .
B sonication
250.0 T 3,5 B MAE
,&0 200.0 3,0
150.0 2,5
B0
=. 100.0 2,0
50.0 1,5
0.0 1,0
F Pa A FI P 0,5

0,0

BaA Ch

BbF BkF

BaP DBahA BghiP IP




Intervallo di r? LOD (ug/kg)
calibrazione (ng) Carne Mangimi
materie prime

100% con coefficienti di variazione  F 0,02-3,96 0,999 0,02 0,005
feriori al 10%. Pa 0,01-1,94 0,999 0,02 0,005
A 0,01-1,98 0,999 0,00 0,000

) . . Fl 0,02-3,96 0,999 0,04 0,010
Assunzione di BaP attraverso la dieta p 0.01-1.95 0,999 0.10 0,025
Sulla .base de.i dati relativi al consu- ]éiA 8:81:1:32 8:33: g:g; gzggg
mo di mangime e al contenuto di BbF 0,02-3,97 0,999 0,02 0,005
BaP riscontrato nei mangimi, ¢  BkF 0,01-1,99 0,999 0,01 0,003
stato possibile calcolare a posteriori  BaP 0,01-1,99 0,998 0,01 0,003
i ng di BaP assunti giornalmente =~ DBahA 0,02-3,87 0,999 0,01 0,003
dai maiali per Kg di p.c. Poiché i  BghiP 0,02-3,96 0,999 0,02 0,005
maiali sono stati alimentati con i IP 0,01-1,99 0,999 0,05 0,013

mangimi a partire da un peso di 50
oot d

kg in media, si ¢ considerato, per il
calcolo, il peso medio raggiunto dai

suini a meta del periodo di ingras-

Carne Mangime

so (105 kg). Come riportato in ta- Media* DS CV (%) Media* DS CV (%)
bella 5 si tratta di livelli di assun- (ug/kg) (ug/kg)
zione bassi se confron'tat{ con quel- F 352 63 178 0.73 0.07 93
li che secondo recenti stlm.e (]EF— Pa 2733 245 90 3.26 0.52 161
CA, 2005) vengono assunti media- A 201 15 7.4 0,20 0,03 17,0
mente dall'uvomo attraverso la dieta ¢ 49,8 2,7 5.4 0,75 0,13 17.8
(4 ng BaP/kg p.c./gg) e che rap-  p 63,0 3,6 5,7 1,65 0,29 17,6
presenterebbero un basso livello di  BaA 1,5 0,1 3,7 0,02 0,01 23,0
preoccupazione per il rischio can-  Ch 33 0,2 7,0 0,36 0,07 19,0
cerogeno. BbF 2,1 0,2 7,4 0,16 0,03 21,6

BkF 0,9 0,0 51 0,04 0,01 20,0
Contenuto di IPA nei campioni di BaP 12 0,1 7,6 0,04 0,01 15,6
mangime ¢ materie prime DBahA 05 0,1 16,6 0,04 0,01 27,7

BghiP 2,0 0,2 9,1 0,11 0,03 27,3

P 1,8 0,2 10,1 0,08 0,011 14,1

Come appare evidente dai dati ri-

portati in tabella 6, i mangimi ad- ~ *Idati sono la media di 6 repliche

dizionati di olio sono risultati me-

diamente pit contaminati rispetto a
quelli non addizionati.

In tabella 7 sono riportati i dati re-
lativi al contenuto di IPA delle ma-
terie prime utilizzate per la formu-
lazione dei mangimi.

Il mais e I'orzo sono risultati gli in-
grediente pit “puliti”, mentre livelli
di contaminazione piu elevati sono
stati riscontrati per la soia, ma so-
prattutto per la crusca di grano te-
nero (come evidenziato dai tracciati

HPLC di questi campioni in figura
3). Inoltre, va sottolineato che,
mentre orzo e mais erano di produ-
zione aziendale, ci sono stati forniti
in granella e sono stati macinati in
laboratorio adottando tutte le at-
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tenzioni del caso per evitare conta-
minazioni, la farina di soia e la cru-
sca di grano tenero sono state ac-
quistate sul mercato gia macinate.
Anche lolio di girasole ¢ risultato
contaminato con livelli mediamen-
te bassi. La maggior contaminazio-
ne riscontrata nei formulati addi-
zionati di olio non pud quindi esse-
re spiegata attraverso 'apporto pro-
veniente dall’olio di girasole utiliz-
zato nella formulazione, che pre-
sentava livelli di BaP inferiori a 0,2
ppb e che comunque entrava nella
composizione del formulato in pic-
cola percentuale (3%).

Sia nei mangimi che nelle materie
prime gli IPA pesanti maggior-
mente rappresentati sono risultati
essere crisene e benzo[b]fluorante-
ne. Mentre per quanto riguarda gli
IPA leggeri sono risultati presenti
in quantitd maggiore fenantrene,
fluorene e/o pirene.

Contenuto di IPA nei campioni di
carne

Tutti i campioni di carne hanno
mostrato livelli di IPA pesanti spes-
so al di sotto del LOD con livelli
dei singoli IPA leggeri inferiori a
0,2 ug/kg, fatta eccezione per il fe-
nantrene (massimo 0,96 ug/kg).
Anche se risulta difficile fare dei
confronti, visti i1 bassissimi livelli di
contaminazione riscontrati, non si
sono osservate differenze apprezza-
bili in relazione al sesso o alla ap-
partenenza ai diversi gruppi di suini

Mangime Kg mang./maiale/gg ng BaP/kg p.c./gg
C 2,80 1,0
CE 2,79 1,1
CO 2,70 2,8
COE 2,67 2,0

C CE CO COE
F 0,560 0,634 0,516 0,696
Pa 2,261 2,321 2,007 2,225
A 0,122 0,123 0,165 0,168
Fl 0,542 0,514 0,632 0,677
P 1,199 1,326 1,410 1,420
BaA 0,012 0,028 0,067 0,043
Ch 0,299 0,367 0,322 0,317
BbF 0,115 0,121 0,171 0,152
BKF 0,043 0,049 0,062 0,066
BaP 0,037 0,043 0,107 0,079
DBahA 0,017 0,064 0,015 0,038
BghiP 0,066 0,059 0,141 0,153
IP 0,061 0,064 0,096 0,083

C = mangime di controllo, CE = mangime con vit E;C O = mangime con olio di girasole,

COE = mangime di controllo

alimentati con le 4 tipologie di
mangime. I bassi livelli di contami-
nazione riscontrati nella carne cru-
da confermano 1 dati di letteratura
secondo 1 quali gli IPA vengono ra-
pidamente metabolizzati e quindi
non si accumulano nei tessuti adi-
posi come accade per altri xenobio-
tici apolari quali i PCB. I profili
medi degli IPA nei campioni di
carne e mangime sono risultati
molto simili, con la sola differenza
che il mangime presenta concentra-
zioni di IPA circa 6 volte piu alte
rispetto alla carne, pur avendo un
contenuto in grasso 10 volte piu
basso. Questo fatto sembra confer-

mare che l'origine degli IPA nelle 2
matrici sia la stessa, ossia I'inquina-
mento ambientale derivato dalla
manipolazione del campione.

Come si puod osservare dai dati ri-
portati in tabella 8, il processo di
cottura in padella non porta ad ap-
prezzabili aumenti del livello di
contaminazione con IPA. T 2 cam-
pioni di carne cotti alla griglia (nel-
le stesse condizioni) presentano in-
vece livelli di contaminazioni eleva-
ti e, nel caso del campione di salsic-
cia, addirittura superiori al limite di
5 ppb recentemente posto per il
BaP dalla normativa comunitaria. Il
livello di TPA piu elevato ritrovato




nella salsiccia, rispetto alla braciola
di maiale, puo essere spiegato con il

fatto che la salsiccia presenta un

SS GT GO GM oG contenuto di grasso piu elevato.
F 1,025 1,002 0,606 0,507 4,063 Come ¢ noto, durante la grigliatura
Pa 2,617 2,955 0,794 1,612 12,482 il grasso che cola e cade sulla brace
A 0,261 0,169 0,026 0,195 0,371 pirolizza ad alte temperature pro-
Fl 1,652 1,290 0,264 0,089 3,758 ducendo elevati quantitativi di BaP
p 1,441 1,471 0,173 0,834 6,749 e altri IPA cancerogeni, che vengo-
BaA 0,211 0,205 0,016 0,016 0,429 no depositati sulla superficie della
Ch 0,437 0,635 0,217 0,215 0,612 carne dal fumo che sale.
BbF 0,255 0,417 0,049 0,035 0,254
BkF 0,078 0,128 0,029 0,013 0,098 Frazione volatile
BaP 0,153 0,248 0,041 0,011 0,185
DBahA 0,074 0,054 0,022 0,008 0,000 . .
BghiP 0,330 0,271 0,070 0,028 0,394 La re'tta‘ d1. taratu'ra ottenuta per i
P 0,094 0,184 0,035 0,013 0,254 campioni di mangime presentava la

SS = farina di soia. GT 4 GO la di GM la di seguente equazione:
= Iarina di soia, = crusca di grano tenero, = granelia di orzo, = granella di y _ 1125580,83}( + 3984796’61 con

mais, OG = olio di girasole

R?=0,94.
mVolts
orzo
crusca di grano tenero
125+
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100 —
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Nel caso dei campioni di carne, do-
po avere valutato la possibilita di
lavorare sul campione tal quale, a
causa della disomogeneita di distri-
buzione dei differenti componenti,
si ¢ optato per la macinazione. Al
fine di verificare su un sistema mo-
dello semplificato l'affidabilita del-
I'aproccio analitico ipotizzato, i
campioni macinati sono stati forti-
ficati con soluzioni a titolo noto di
esanale, tuttavia non ¢ stato possi-
bile ottenere un'omogenea disper-
sione dell’esanale nel campione,
con conseguenze negative sulla ri-
petibilita della determinazione ana-
litica. Analogamente la tecnica di
disperdere i campioni in acqua,
precedentemente applicata a cam-
pioni di conserve di carne (pancetta
affumicata), non ha dato esiti posi-
tivi, né ha giovato, in entrambi i ca-
si, la tecnica del salting out, indi-
pendentemente dalla quantita a na-
tura del sale aggiunto. In matrici
complesse con struttura proteica, la
natura del sale ¢ importante in
quanto non si tratta solo di legare
I'acqua in maniera pitt 0 meno for-
te, ma anche di modificazioni della
struttura di alcune proteine, con
conseguente rilascio della frazione
aromatica dell’alimento stesso. Si &
quindi optato per liofilizzare i cam-
pioni macinati: in questo modo &
stato possibile migliorare notevol-
mente ripetibilita dell’analisi e li-
nearita di risposta

La valutazione della frazione vola-
tile delle materie prime ha messo in

Macinato di Macinato di Braciola Salsiccia

maiale (crudo)  maiale (cotto) grigliata grigliata
F 1,0 13 18 15
Toh 6,9 7.9 17,6 16,3
A 0,2 0,2 2,6 2,4
FI 2,9 3,6 13,3 20,1
P 5,7 6,7 23,9 39,9
BaA 0,1 0,2 13 41
Ch 0,4 0,6 2,6 4,1
BbF 0,1 0,1 2,0 6,7
BKF 0,0 0,0 0,8 2,6
BaP 0,0 0,0 3,1 10,9
DBahA 0,0 0,0 0,3 2,5
BghiP 0,0 0,0 2,2 10,2
1P 0,0 0,0 1,6 7,9

evidenza contenuti di esanale molto
bassi, compresi tra non dosabile (<
0,2 ug/kg) e 20,0 ug/kg. I campio-
ni di soia sono risultati quelli con
minore contento (da < 0,5 a 0,6
ug/kg), mentre la granella di orzo
in un campione ha presentato un
contenuto pari a 20,0 ug/kg, in uno
pari a 7,6 ug/kg e nel terzo non do-
sabile. Il ridotto contenuto di esa-
nale per campioni di farina di soia
conservata al buio era stato peraltro
gia riportato da Lee et al. (24) La
crusca di grano tenero ha mostrato
in un caso un contenuto di esanale
di 1 ng/kg, mentre negli altri casi
Iesanale era presente in quantita
non dosabile. Anche la granella di
mais si & dimostrata molto disomo-
genea, con livelli di esanale com-
presi tra 1,5 e 8,2 ug/kg.

Per quanto riguarda le altre sostan-
ze volatili, si sono ottenuti tracciati
gas cromatografici ricchi di picchi;
si ¢ preferito esprimere i dati otte-
nuti come composizione percentua-
le, considerando solo quelli la cui

identificazione fosse stata sostenu-
ta,oltre che dallo spettro di massa,
anche da indicazioni bibliografiche
(25). I composti identificati sono
stati: aldeidi (esanale, benzaldeide),
acidi (acetico, propionico, penta-
noico, esanoico), alcoli (1-eptanolo,
3-ottanolo, 3-metil-2-butanolo, 1,2
propandiolo) e metilpirazina.

La distribuzione dei suddetti com-
posti non risulta omogenea nei dif-
ferenti substrati: su base percentua-
le relativa, I'esanale risulta sempre
preponderante (33-41% in soia, 17-
43% nel grano tenero, 41-56% nel-
l'orzo, 65-87% nel mais), mentre la
metilpirazina ¢ il componente pre-
ponderante nel grano tenero (29-
36%) ma risulta poco rappresentata
in orzo e mais (0-6% e 0-8%, ri-
spettivamente), 1'acido acetico, se-
condo componente per quantita re-
lativa nella soia (13-17%), presenta
concentrazioni molto variabili nel
grano tenero (0-26%), orzo (4-
21%) e mais (3-13%). Elevate risul-
tano le concentrazioni di 3-ottanale




in tutti campioni (5-12% soia, sino
a 16% grano tenero, 22-25% orzo,
2-14% mais). Lacido propionico ¢
essenzialmente presente solo nella
soia (4-11%), assente in orzo e
mais, non superiore al 5% in grano
tenero.

A differenza delle materie prime, i
mangimi presentano contenuti di
esanale rilevanti (tutti espressi in
ug/kg): mangime di controllo 134 +
69, mangime + olio + vitamina E
146 + 72, mangime + olio di giraso-
le 182 + 32, mangime + vitamina E
161 + 67. 11 2-pentil furano, la cui
origine, come per I'esanale ¢ da
mettere in relazione alla decompo-
sizione dell'idroperossido dell’acido
linoleico, ¢ il secondo componente
come concentrazione relativa, e le
sue concentrazioni variano nei 3
lotti in maniera casuale. [analisi
HS (Head Space)-SPME dei cam-
pioni di carne ¢ stata realizzata con
due tipi di fibra: trifasica e bifasica,
come riportato anche da altri autori
su carne di maiale (26, 27), sia per
via GC-FID che per GC-MS. In
ogni caso, non ha portato a risultati
apprezzabili: mediante GC-MS
SIM ¢ stato possibile mettere in
evidenza la presenza di esanale, eta-
nolo, ottanale, nonanale, acido esa-
noico e butanoico, ma sempre a li-
velli inferiori a quanto rilevato nei
mangimi e comunque inferiori alla
concentrazione rilevabile al FID. Si
¢ evidenziata la presenza costante di
limonene che sembra un evidente
effetto della formulazione. Ad

esempio il 1° lotto presenta un valo-
re di 2-pentilfurano di circa 7 ug/kg
contro i 18 e 17 rispettivamente del
campione addizionato di vitamina
E e di olio di girasole, mentre il 2°
lotto presenta valori identici per
controllo e campione addizionato di
vitamina E, e valori dello stesso or-
dine di grandezza anche se legger-
mente inferiori per gli altri 2 cam-
pioni. Considerazioni analoghe val-
gono per eptanale, ottanale e nona-
le, questi ultimi 2 presenti a basse
concentrazioni o assenti.

Conclusioni

I metodi messi a punto sono risul-
tati idonei alla determinazione di
IPA e composti volatili nei campio-
ni analizzati.

I mangimi sono risultati contami-
nati con livelli di IPA generalmente
inferiori a 0,2 ug/kg. La crusca di
grano tenero e la soia sono risultate
le materie prime piu contaminate. I
bassissimi livelli di contaminazione
riscontrati nella carne cruda mo-
strano, come non vi sia alcun accu-
mulo a livello del tessuto adiposo
dell’animale. Gli IPA riscontrati
nella carne sembrano derivare pit
da inquinamento ambientale, come
comprovato dalla somiglianza tra i
profili medi degli IPA riscontrati
nella carne e nei mangimi.

I1 rischio piti importante di conta-
minazione con IPA nella filiera del-
la carne ¢ sicuramente rappresenta-

to dalla cottura che, se effettuata in
condizioni non idonee (grigliatura,
affumicatura tradizionale), puo
portare a livelli di contaminazione
elevati con livelli di BaP superiori a
5 ug/kg.

Relativamente all'indagine sui pro-
blemi di irrancidimento ossidativo
della frazione lipidica delle carni,
eventualmente “indotto” da livelli
di ossidazione della frazione lipidi-
ca dei mangimi, i risultati ottenuti
sembrerebbero fare escludere la
sussistenza di tale correlazione. Dai
risultati relativi ai mangimi, invece,
si possono trarre le seguenti con-
clusioni: 1) i lotti forniti non risul-
tano omogenei sulla base della
composizione quali-quantitativa
della frazione volatile; 2) la imple-
mentazione di vitamina E, di olio
di girasole addizionato o meno di
vitamina E non sembra differenzia-
re lo stato di ossidazione rispetto a
quello riscontrato per i campioni di
controllo che, anzi, in taluni casi ri-
sultano pit poveri di composti at-
tribuibili ad ossidazione lipidica.
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