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Effetti della supplementazione sui lipidi
di carne suina

Summary

In order to evaluate the effects of a dietary treatment with 3% high oleic
sunflower oil (O) (85% oleic acid) to Italian heavy pigs, either or not in
combination with 250 pg g* a-tocopheryl acetate (E), high resolution
chromatographic techniques were used and the characterization of the
fatty acid profile, triacylglycerols and phospholipids molecular species of
the loin (Longissimus lumborum) was achieved. The supplementation with
high oleic sunflower oil lead to an increase of the triacylglycerols contai-
ning oleic acid in the raw meat, and a decrease of both linoleic and satura-
ted acids, regardless the sex of the animals and the addition of vitamin E.
In contrast, the unsaturation degree of the molecular species of phospholi-
pid was less affected than triacylglycerols. Moreover, the content of pho-
sphatidylcholine increased to the detriment of phosphatidylserine in the
meat obtained with the diet O and O+E, with respect to the correspon-
ding controls (C and E). The level of free and esterified vit. E in the sup-
plemented fodder decreased of about 10-15% after a 2-week storage at
room temperature. The average content of free a-tocopherol in the meat
increased upon supplementation, but the data dispersion was high.

Riassunto

Per valutare gli effetti di diete arricchite con olio di girasole alto-oleico (O)
(circa I'85% di acido oleico) e/o a-tocoferilacetato (E) sulla frazione lipidi-
ca della carne di suini pesanti italiani ¢ stata determinata la composizione
degli acidi grassi, dei triacilgliceroli, dei fosfolipidi ed il contenuto di vita-
mina E nei campioni di carne cruda (Longissimus lumborum). La supple-
mentazione con olio di girasole alto-oleico ha comportato un incremento
dell’acido oleico nei trigliceridi della carne ed un decremento, sia dell’acido
linoleico, che degli acidi grassi saturi, nei campioni di entrambi 1 sessi con
o senza I'addizione di vitamina E. Rispetto ai trigliceridi, gli effetti della
supplementazione dietetica sui livelli di insaturazione delle specie moleco-
lari fosfolipidiche sono stati meno evidenti. Comunque, nei campioni ap-
partenenti ai gruppi dietetici O e OFE, confrontati con 1 rispettivi gruppi di
controllo C ed E, si ¢ verificato un incremento del contenuto di fosfatidil-
colina (PC) a scapito della fosfatidilserina (PS). La quota di vitamina E
(libera ed esterificata) presente nei mangimi addizionati e conservati per




Introduzione

Nel recente passato molti studi
hanno posto I'attenzione sulla fra-
zione lipidica della carne suina, al
fine di valutare I'incidenza della
composizione del grasso sulla qua-
lita nutrizionale e tecnologica, sia
della carne cotta, che dei prodotti
fermentati (prosciutti, salami, etc.)
(1-3).

Inoltre, molti gruppi di ricerca
hanno incentrato la propria atten-
zione sulla componente lipidica
della dieta suina in relazione all’at-
titudine produttiva degli animali
(4), alla shelf life della carne e dei
derivati (5, 6), agli effetti sulle pro-
prieta sensoriali (7, 8) e all'incre-
mento del valore nutrizionale della
carne (9).

Diverse sono le variabili che inci-
dono sulla composizione del grasso
della carne, come la razza ed il ge-
notipo (10), la tipologia di alleva-
mento, la composizione dei mangi-
mi e fattori intrinseci tra i quali le
caratteristiche della fibra muscolare
e la tipologia del grasso (11): i lipidi
della carne possono essere suddivisi
in lipidi visibili ed intramuscolari.
Quest’ultimi si caratterizzano per
una frazione lipidica con un piu al-
to grado di insaturazione, poiche

due settimane a temperatura ambiente ¢ diminuita del 10-15%. I1 contenu-

to medio di a-tocoferolo libero nella carne ¢ aumentato a seguito della

supplementazione, sebbene sia elevata la dispersione del dato.

contiene unelevata quota di fosfoli-
pidi. Recentemente I'alimentazione
zootecnica si € orientata verso 1'uti-
lizzo di mangimi arricchiti con fon-
ti naturali di acidi grassi polinsatu-
ri, come gli acidi grassi della serie
w3 o gli isomeri coniugati dell’aci-
do linoleico (12). Tuttavia, I'incre-
mento del contenuto di acido lino-
leico nella carne causa I’abbassa-
mento del punto di fusione del
grasso e riduce la stabilitd ossidati-
va, influenzando negativamente le
proprieta tecnologiche (13) e sen-
soriali (14). I processi ossidativi, in-
fatti, sono fra le principali cause del
deterioramento qualitativo della
carne e dei prodotti di trasforma-
zione e portano ad un decadimento
del flavour, del colore e del valore
nutrizionale della carne stessa, limi-
tandone conseguentemente la
shelf-life (15). Lutilizzo di olio di
girasole alto-oleico nei mangimi
pud essere considerato vantaggioso
in quanto permette, diversamente
dall'impiego di altri oli vegetali, di
incrementare il contenuto calorico
della dieta senza aumentare, al con-
tempo, 'assunzione giornaliera di
acido linoleico. La stabilita ossida-
tiva della carne e dei prodotti da es-
sa ottenuti dipende sia dal bilancio
tra anti- e pro-ossidanti, che dal

contenuto di substrati suscettibili ai
processi ossidativi, come gli acidi
grassi polinsaturi (PUFA), il cole-
sterolo, le proteine e i pigmenti
(16). Di conseguenza I'aggiunta,
nel regime dietetico, di un’adeguata
aliquota di antiossidanti, come I'o-
tocoferilacetato, puo portare ad un
incremento della stabilitd ossidativa
(17-19).

Lo scopo del presente lavoro ¢ stato
quello di evidenziare eventuali effet-
ti della somministrazione dietetica
di mangimi arricchiti con olio di gi-
rasole alto-oleico e/o a-tocoferila-
cetato sulla composizione dei lipidi
della carne di suini pesanti italiani.
Quattro differenti diete (mangime
di controllo, C; mangime di con-
trollo addizionato di a-tocoferilace-
tato, E; mangime di controllo con
I'aggiunta di olio di girasole alto-
oleico, O; mangime convenzionale
addizionato di olio di girasole alto-
oleico e a-tocoferilacetato, OE) ca-
ratterizzate dallo stesso rapporto li-
sina/calorie (20), sono state sommi-
nistrate, rispettivamente, a quattro
gruppi di suini fino alla macellazio-
ne (160-170 kg). Il grasso estratto
dai campioni di Longissimus lumbo-
rum, & stato caratterizzato mediante
tecniche cromatografiche ad alta ri-
soluzione: il profilo acidico del gras-
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so totale, della frazione lipidica po-
lare e apolare e la composizione in
triacilgliceroli sono stati caratteriz-
zati mediante gas-cromatografia ca-
pillare (GC); le specie molecolari
fosfolipidiche (PL) sono state deter-
minate mediante cromatografia li-
quida ad alta prestazione (HPLC)
accoppiata in parallelo ad uno spet-
trometro di massa di secondo ordine
(MS-MS) e ad un rivelatore a diffu-
sione di luce (ELSD); I'o-tocofero-
lo (E) ¢ stato quantificato attraverso
un’analisi HPLC e rivelatore spet-
trofluorimetrico (FD).

Materiali e metodi
Solventi, reagenti e standard

I solventi utilizzati per la cromato-
grafia liquida erano tutti di purezza
superiore al 99,8% e forniti dalla
Lab-Scan Analytical Sciences (Du-
blino, Irlanda) e da Merck & Co.
Inc. (Darmstadt, Germania). I rea-
genti per la derivatizzazione erano
Sigma-Aldrich (Milano, Italia) e
Fluka (Buchs, Svizzera). Gli stan-
dard di colesterolo, mono, di e tri-
gliceridi, metilesteri, fosfolipidi e
tocoferoli erano Sigma-Aldrich

(Milano, Italia).

Disegno sperimentale e
campionamento

64 suini italiani (32 maschi castra-
ti e 32 femmine, Duroc x Large

White) sono stati suddivisi in 4
gruppi costituiti ciascuno da 8 ma-
schi e da 8 femmine aventi un pe-
so medio di 70 kg. Ogni gruppo &
stato assegnato ad un determinato
regime dietetico. Le diete dei 4
gruppi, distribuite giornalmente e
in quantita controllata, avevano lo
stesso rapporto lisina/calorie. I re-
gimi dietetici erano cosi formulati:
1) mangime di controllo (C)
(mangime convenzionale costituito
da mais, orzo, crusca, soia, integra-
tori e senza aggiunta di grassi); 2)
mangime convenzionale addizio-
nato di 250 mg kg di a-tocoferi-
lacetato (E); 3) mangime di con-
trollo con l'aggiunta del 3% di olio
di girasole alto-oleico (85% di aci-
do oleico e 7% di acido linoleico)
(O); 4) mangime convenzionale
addizionato del 3% di olio di gira-
sole alto-oleico e di 250 mg kg di
a-tocoferilacetato (OE). I maiali
sono stati allevati fino al raggiun-
gimento del peso di macellazione
tipico dei suini pesanti (160-170
kg). Successivamente i lombi sono
stati affettati per ottenere braciole
di circa 200 g di peso, che sono
state confezionate in vassoi e con-
servate a -18°C.

Estrazione della frazione lipidica dal
mangime

DUlestrazione della frazione lipidica
dal campione ¢ stata eseguita utiliz-
zando il metodo di Bligh e Dyer
(21) su 100 g di mangime.

Estrazione della frazione lipidica
dalla carne

I lipidi totali della carne di maiale
sono stati estratti seguendo il me-
todo di Folch (22), apportando al-
cune modifiche (23), su 60 g di car-
ne.

Derivatizzazione del grasso e profilo
gascromatografico del grasso totale
(lipidogramma)

Un’aliquota di grasso (30 mg) ¢ stata
addizionata di una soluzione di
1,2,3-triundecanoina (CsHgOq) in
cloroformio, utilizzata come stan-
dard interno e successivamente deri-
vatizzata secondo Sweeley (24). 11
campione ¢ stato ripreso con esano
ed iniettato (1 wl) in un gas-croma-
tografo HRGC 5300 Carlo Erba
Instruments (Milano, Italia) corre-
dato di un rivelatore a ionizzazione
di flamma e di una colonna capillare
Varian (Walnut Creek, CA, USA)
lunga 25 m, con un diametro inter-
no di 0,25 mm, rivestita con una fa-
se stazionaria CP-TAP (fase a media
polarita) dello spessore di 0,1 um.
Lintroduzione del campione avveni-
va mediante sistema split e il gas di
trasporto, elio, aveva un flusso di 2
ml min™. Il programma di tempera-
tura del forno partiva da 220°C e,
con una velocita di 5°C min™, giun-
geva a 340°C; con un'ulteriore ram-
pa di temperatura, a 3°C min?, rag-
giungeva 360°C; quest’ultima era
mantenuta per 30 min. La tempera-




tura dell'iniettore e quella del rivela-
tore erano entrambe impostate a
380°C. Lidentificazione dei picchi
presenti nel tracciato cromatografico
¢ stata condotta con l'ausilio di com-
posti standard e mediante compara-
zione dei lipidogrammi del grasso di
maiale con altri tracciati, ottenuti
iniettando olio vergine di oliva, olio
di soia e di lino, e confrontandoli
con precedenti lavori (25).

Trasmetilazione del grasso e condizioni
cromatografiche per I'analisi degli acidi
grassi

Gli esteri metilici degli acidi grassi
(FAMES) del grasso totale (mangi-
me) e del grasso totale, della fra-
zione polare e della frazione non
polare purificate secondo i metodi
descritti in seguito (carne), sono
stati ottenuti utilizzando il metodo
di Christie (26). La transmetilazio-
ne delle frazioni lipidiche (50 mg
per 1 lipidi totali, 50 mg per la fra-
zione dei lipidi neutri e 5 mg per la
frazione dei lipidi polari) & stata
condotta con 1'1% di acido solfori-
co in metanolo. I metilderivati de-
gli acidi grassi sono stati analizzati
mediante gascromatografia capilla-
re, utilizzando uno strumento CP-
9003 (Chrompack Middelburg,
NL), equipaggiato con un rivelato-
re a ionizzazione di fiamma (FID),
una colonna capillare CP-Sil 88
(100 m x 0,25 mm d.i., spessore
della fase stazionaria 0,2 um) e
provvisto di iniettore on-column. Il

flusso del gas di trasporto, elio, era
di 1,6 ml min™. La temperatura del
rivelatore era di 230°C; la tempera-
tura dell’iniettore & stata mantenu-
ta costante a 60°C per 6 min e poi
¢ stata aumentata fino a 225°C con
un incremento di 20°C min™. 1I
programma di temperatura del for-
no partiva da 55°C, mantenuta per
3 min, e poi incrementata a 4°C
min™fino al raggiungimento di
140°C. Dopo 1 minuto, a 2°C min™,
si raggiungeva la temperatura di
225°C che rimaneva costante per
30 min. Uidentificazione dei picchi
¢ stata effettuata mediante con-
fronto con i tempi di ritenzione di
standard puri.

Saponificazione del mangime e analisi
della frazione dell’insaponificabile
mediante GC-MS

La frazione insaponificabile del
grasso ¢ stata ottenuta secondo la
metodica ufficiale NGD (27) su 5 g
di carne. Linsaponificabile quindi &
stato ripreso in 1 ml di esano.

Prelevata una goccia di insaponifi-
cabile, ¢ stata effettuata la silaniz-
zazione secondo Sweeley (24) e do-
po allontanamento dei reagenti,
mediante flusso di azoto, il campio-
ne ¢ stato iniettato in un gas-cro-
matografo Varian 3900 (Walnut
Creek, CA, USA). Quest’ultimo
era corredato di un rivelatore di
massa a trappola ionica Varian Sa-
turn 2100 T e di una colonna capil-
lare lunga 30 m, con diametro in-

terno pari a 0,25 mm e fase stazio-
naria DB-5MS (J&W Scientific,
Folsom, CA, USA) dello spessore
di 0,25 wm. La temperatura dell’i-
niettore era di 300°C e il flusso del
gas carrier (elio) di 0,5 ml min™. La
temperatura iniziale del forno era
di 200°C ed incrementava di 2,5°C
min? fino a 280°C. Lidentificazio-
ne dei composti ¢ stata effettuata
mediante l'utilizzo di standard e fa-
cendo riferimento alle frammenta-
zioni di massa.

Estrazione e determinazione dei
tococromanoli presenti nei mangimi e
nella carne

Lestrazione e la determinazione dei
tococromanoli presenti nei mangi-
mi e nella carne sono state effettua-
te secondo il metodo di Hewavi-
tharana A.K. et al. apportando al-
cune modifiche (28): sono stati
messi 2 g di mangime o carne in
una provetta tipo Falcon da 50 ml,
a cul sono stati aggiunti 8 ml di
etanolo assoluto. Il tutto ¢ stato
omogeneizzato per circa 1 min;
successivamente sono stati addizio-
nati 10 ml di acqua distillata per
poi omogeneizzare per un altro mi-
nuto. Sono stati aggiunti 8 ml di
esano e, dopo aver agitato il cam-
pione al vortex ¢ stata effettuata la
separazione delle fasi mediante
centrifugazione a 2500 rpm (1750
g) per 10 minuti. Il surnatante &
stato raccolto in una beuta ed il sol-
vente & stato allontanato tramite
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evaporatore rotante. Il grasso cosi
estratto € stato conservato a -18°C
fino al momento dell’analisi. La de-
terminazione dei livelli di a-toco-
ferolo e a.-tocoferilacetato & stata
ottenuta mediante analisi HPLC
(High Performance Liquid Chro-
matography) in fase diretta, utiliz-
zando il grasso tal quale. La separa-
zione HPLC ¢ stata effettuata su
una colonna Prodigy-Si (250 mm x
4,6 mm d.i., spessore della fase sta-
zionaria 5 um); il rivelatore era un
fluorimetro Jasco 821FP operante
ad una lunghezza d’onda di eccita-
zione e di emissione di 290 e 330
nm rispettivamente; il flusso in co-
lonna era 1,3 ml min™ ed il loop era
da 20 pl. La fase mobile isocratica
era una miscela di esano/isopropa-
nolo/ac. acetico (99,5:0,5:0,1 v/v).
La quantificazione ¢ stata ottenuta
con il metodo della retta di taratura
in un range di concentrazioni da
1,62 a 26 mg 1" per quanto riguar-
da l'a-tocoferolo e da 31,5 a 225

mg I per 'a-tocoferilacetato.

Analisi HPLC-ESI-MS-MS delle
specie molecolari fosfolipidiche

a. Isolamento della frazione polare dal
grasso

I fosfolipidi sono stati isolati dall’e-
stratto lipidico mediante SPE (So-
lid Phase Extraction) (29), utilizzan-
do una colonnina di silice (Supel-
clean LC-Si Tubes, 6 ml volume, 1
g di sorbente, Supelco, Bellefonte,
USA). Il grasso (5 mg), risospeso in

250 wl di soluzione cloroformio/
metanolo/acqua (5:5:1, v/v) ¢ stato
depositato sulla colonnina. L'elui-
zione ¢ avvenuta con 10 ml di esa-
no/etere (4:1, v/v), 10 ml di
esano/etere (1:1, v/v), 10 ml di me-
tanolo € 10 ml di una soluzione
cloroformio/metanolo/acqua (3:5:2,
v/v). Dopo aver riunito la frazione
metanolica e la frazione clorofor-
mio/metanolo/acqua, contenenti
entrambi la componente lipidica
polare, ¢ stato fatto evaporare il sol-
vente sotto flusso di azoto e il resi-
duo ¢ stato risospeso in 500 ul di
una soluzione di cloroformio/meta-
nolo/acqua (5:5:1, v/v). Successiva-
mente la frazione ¢& stata analizzata

mediante HPLC.

b. Separazione delle classi fosfolipidiche
— condizioni HPLC

Le classi fosfolipidiche della carne
sono state analizzate tramite un si-
stema HPLC accoppiato on-line a
due sistemi di rivelazione: uno
spettrometro di massa e un rivela-
tore a diffusione di luce (ELSD)
con una ripartizione dell’eluente ri-
spettivamente di 0,3 ml min™ e di
0,7 ml min™. Le due tecniche di ri-
velazione sono state comparate per
ottenere sia un’analisi qualitativa
che quantitativa. Il sistema HPLC,
in fase normale, era dotato di una
colonna Polaris Si-A (100 mm x
4,6 mm d.i., spessore della fase sta-
zionaria 5 wm); l'eluizione per gra-
diente utilizzava 2 miscele di sol-

venti: miscela A (CHCIL,/MeOH/

NH; 33% 70:25:1, v/v) e miscela B
(CHCI1,/MeOH/H,O/NH; 33%
60: 34:5,5:0,5, v/v); il gradiente di
eluizione adottato € stato il seguen-
te: si passava dal 100% di A (tempo
0) al 100% di B in 10 min; que-
st’ultimo veniva mantenuto per 15
min per poi tornare al 100% di A
in 5 min. Il flusso in colonna era di
1 ml min™ ed il loop era da 5 ul.

c. Caratterizzazione delle specie
molecolari fosfolipidiche -
Spettrometria di massa
L'identificazione delle classi fosfoli-
pidiche e la caratterizzazione delle
specie molecolari ¢ stata effettuata
utilizzando uno spettrometro di
massa a trappola ionica Finnigan
LCQ-Duo (Thermoquest, Roda-
no, Italia) equipaggiato con inter-
faccia ad elettronebulizzazione e
operante in ionizzazione positiva.
Per 'identificazione delle specie
molecolari fosfolipidiche ci si ¢ av-
valsi della spettrometria di massa di
secondo ordine (analist HPLC-
ESI-MS-MS). I parametri di io-
nizzazione per elettronebulizzazio-
ne (ESI) sono stati i seguenti: io-
nizzazione positiva, voltaggio dello
spray ionico 5 kV, temperatura del
capillare 200°C, voltaggio del capil-
lare 6V, tube lens offset-10 V. Gli
esperimenti di spettrometria di
massa di secondo ordine (tandem
mass spectrometry) sono stati con-
dotti utilizzando un’energia di col-
lisione pari al 45%. L'integrazione
dei picchi ¢ stata effettuata utiliz-




zando il software ICIS (Interactive
Chemical Information System)
fornito da Finnigan. L'identifica-
zione dei singoli componenti ¢ av-
venuta per comparazione dei tempi
di ritenzione e degli spettri di mas-
sa dei picchi incogniti con quelli di
fosfolipidi standard reperiti in com-
mercio.

d. Analisi quantitativa delle classi
Jfosfolipidiche — ELSD

La determinazione quantitativa
delle singole classi fosfolipidiche &
stata effettuata utilizzando un rive-
latore a diffusione di luce (ELSD),
PL-EMD 960 (Polymer Laborato-
ries, Amherst, MA, USA). 11 flusso
dell’aria compressa era di 7,5 1 min™,
ad una temperatura di 60°C. La
quantificazione ¢ stata effettuata
costruendo una retta di taratura per
ogni singola classe fosfolipidica in
un range di concentrazione da 100
2300 mg 1.

Analisi statistica

Al fine di valutare gli effetti delle
differenti diete sulla composizione
lipidica della carne cruda di maiale, &
stata condotta, utilizzando il softwa-
re GraphPad InStat ver.3.0 system
(GraphPad Software, San Diego,
Ca, USA) T'analisi della varianza ad
una via (ANOVA) e il test di Tukey-
Kramer, ottenuti considerando i dati
degli acidi grassi, dei triacilglicerols,
dell’'a-tocoferolo e delle specie mo-
lecolari fosfolipidiche. Inoltre ¢ stato

effettuata I’Analisi delle Componen-
ti Principali (PCA) utilizzando il
programma 7he Unscrambler (CA-
MO, Corvallis, USA) per avere una
visione completa delle possibili con-
nessioni tra le diete e le variabili pre-
se in considerazione.

Risultati e discussione

Contenuto di o-tocoferolo e
o-tocoferilacetato nei mangimi

I campioni di mangime presi in
considerazione sono stati 8: i 4 tipi
di mangimi (C; O; E; OE) sono sta-
ti prelevati al momento della formu-
lazione (campioni t0) e dopo un pe-
riodo di conservazione in silos dura-
to 14 giorni (campioni 14 gg). La
concentrazione di a-tocoferolo (pg
g sulla frazione lipidica totale) e di
a-tocoferilacetato (mg g sulla fra-
zione lipidica totale) ¢ riportata in
figura 1. La quota di vitamina E ri-
scontrata nel mangime in cui non vi
¢ stata alcuna supplementazione
(C), ¢ da attribuire alla quota di to-
cocromanoli naturalmente presenti
(o addizionati) nelle matrici vegetali
utilizzate per la formulazione del
mangime stesso. Si pud constatare
(Tab. 1) che, all'interno dei gruppi
in cui c’¢ stata la supplementazione
con a-tocoferilacetato, ci sia, tra i
campioni t14 gg e 1 rispettivi cam-
pioni t0, un calo del contenuto sia
dell’a-tocoferolo che dell’a-tocofe-
rilacetato. Tale calo consisteva in

una diminuzione del contenuto di
tocoferolo libero e dell’acetato nel
grasso pari a 7,5 ug g’ e 2,9 mg g’
nel gruppo E e rispettivamente di
3,4 ug g' e 2,8 mg g nel gruppo
OE. Questa diminuzione del tenore
in vitamina E registrata durante la
conservazione dipende da processi
di ossidazione che si possono verifi-
care durante la fase di stoccaggio dei
mangimi. Questo suggerisce che la
preparazione di mangimi arricchiti
di vitamina E deve essere effettuata
solo in previsione di una loro imme-
diata somministrazione agli animali.

Analisi della componente lipidica
totale dei mangimi

In figura 2 ¢ riportato un esempio di
tracciato cromatografico ottenuto
dall’analisi della frazione lipidica to-
tale del mangime di controllo. Il
tracciato rispecchia la qualita della
frazione del grasso normalmente
utilizzato per la formulazione dei
mangimi per uso zootecnico: € pre-
sente un’elevata frazione di digliceri-
di, monogliceridi ed acidi grassi li-
beri, segno di una forte idrolisi del
grasso. Analizzando i diversi mangi-
mi, appare subito evidente che, nei
campioni a base di olio di girasole
alto-oleico, la quota di acido oleico
libero, risultava maggiore, se con-
frontata con quella dei mangimi di
controllo con e senza aggiunta di vi-
tamina E (Tab. 2). Anche 'olio di
girasole alto-oleico utilizzato per ar-
ricchire i mangimi non era di qualita
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a-tocoferolo (ug g™")

ut0
‘ot14g

C E

0] OE

a-tocoferilacetato (mg g~)

Bt0 —

dt14g

C E

pari a quella per uso alimentare: la
componente triacilgliceridica ha su-
bito processi idrolitici, con conse-
guente incremento degli acidi grassi
liberi e della frazione dei monoglice-
ridi, in particolare del monostearil-
glicerolo. In tabella si nota come, nei
mangimi C ed E, i trigliceridi risul-
tino presenti in maggior quantita se
confrontati con 1 valori ottenuti nei

(@) OE

campioni O ed OE ad eccezione
della trioleina che risulta essere il
trigliceride piu rappresentativo.

Per quanto riguarda invece i digli-
ceridi, questi risultano presenti e
distribuiti omogeneamente nelle
varie tipologie di mangime ad ecce-
zione dell’l,2-dioleilglicerolo e del-
la quota relativa alla somma dei di-
gliceridi 1-oleil-2-linoleilglicerolo e

1,3-dioleilglicerolo, in cui si verifica
un incremento del loro livello nei
formulati arricchiti di olio di gira-
sole alto-oleico. Confrontando i
dati ottenuti dal campione di con-
trollo O e del mangime OE, si nota
che in quest’ultimo la quota dei di-
e trioleilgliceroli era maggiore e
che, invece, il livello di acido oleico
libero era minore. Questo mostra
una marcata azione protettiva
dell’a-tocoferilacetato sulla matrice
lipidica del mangime.

Caratterizzazione dell’insaponificabile
del grasso del mangime

I componenti della frazione dell'insa-
ponificabile del mangime C sono i
principali fitosteroli presenti nelle
matrici vegetali costituenti il mangi-
me stesso (Fig. 3). Il fitosterolo pre-
ponderante era il -sitosterolo, segui-
to dal suo omologo saturo ({3-sitosta-
nolo), dal campesterolo, dal campe-
stanolo e dallo stigmasterolo. Inoltre
¢ stato possibile rivelare la presenza
dell’'a-tocoferolo presente anche nei
campioni di controllo. Questo profilo
¢ compatibile con quello di una mi-
scela costituita da mais e orzo in gra-
nella, crusca di grano tenero e farina
di estrazione di soia.

Composizione acidica del grasso fotale,
della frazione polare e della frazione

neutra della carne

Applicando il test Tukey-Kramer e
I'analisi della varianza (ANOVA)




Tipologia mangime

a-tocoferolo (ug g™)

a-tocoferilacetato (mg g™)

Ct0 60,1
Ctl4d gg 49,8
Et0 44,0
E t14 gg 36,5
Ot0 21,9
Otl4 gg 16,4
OE t0 43,3
OE t14 gg 39,9

8,22
9,13
27,8
24,9
3,18
3,05
15,0
12,2

Dieta C, controllo; dieta E, controllo + 250 mg kg di a-tocoferilacetato; dieta O, controllo
+ 3% di olio di girasole alto-oleico; dieta OE, controllo + mg kg* di a-tocoferilacetato +
3% di olio di girasole alto-oleico. t0: prelievo immediato del mangime subito dopo la pre-
parazione; t14 gg: attesa di 14 giorni tra la preparazione del mangime e il prelievo

alla media dei 4 gruppi in questio-
ne, ottenuta da 4 repliche (4 diversi
suini) per ogni gruppo di campioni,
non sono state evidenziate differen-
ze statisticamente significative tra i
quattro gruppi, sia per la composi-
zione degli acidi grassi totali, che
per la frazione polare e neutra (30);
questo ¢ dovuto alla forte dispersio-
ne del dato. Il profilo acidico della
quota lipidica della carne ottenuta
dalla supplementazione con olio di
girasole alto-oleico e vitamina E ¢
riportato in figura 4.

Tuttavia, la frazione polare differiva
notevolmente dalla composizione
della frazione neutra, in quanto
conteneva piu elevate quantita di
Cisz, Case Cou Gli acidi grassi
preponderanti della frazione polare
erano il linoleico, l'oleico, il palmiti-
co, lo stearico e I’arachidonico,
mentre per quanto concerne la fra-

zione neutra e il grasso totale, i pre-
ponderanti erano l'oleico, il palmiti-
co e lo stearico. L'analisi statistica
multivariata ha permesso di eviden-
ziare 1 raggruppamenti di campioni
e di valutare quali siano le variabili
che maggiormente spiegano la va-
rianza complessiva, in quanto per-
mette di riassumere 1 risultati, otte-
nuti sulla base di numerose variabi-
li, in poche dimensioni, conservan-
do il pit possibile 'informazione
presente nei dati originali. Infatti, le
variabili misurate nella sperimenta-
zione (acidi grassi, triacilgliceroli,
specie molecolari dei fosfolipidi, o-
tocoferolo) sono numerose, correla-
te in diverso modo e possono conte-
nere notevoli quote di ridondanza
nell’'informazione. Lutilizzo della
PCA consente di ridurre il numero
delle variabili ricorrendo ad un nuo-
vo gruppo di variabili, combinazio-

ne lineare di quelle originali, da uti-
lizzare per la descrizione del cam-
pione, dette componenti principali.
La trasformazione delle variabili &
operata in modo tale che le funzioni
lineari siano tra loro non correlate
(indipendenti se le variabili originali
sono normalmente distribuite) e
quindi consentano di utilizzare solo
quelle che presentano una varianza
maggiore (e quindi rappresentano
una maggiore porzione della varia-
bilita complessiva del campione).

Il modello di PCA adottato, che tie-
ne conto degli acidi grassi della fra-
zione polare, spiega 1'81% della va-
rianza, risultando quindi di buona
qualita (30). La distribuzione dei
campioni non mostra alcun tipo di
raggruppamento, né in funzione
della dieta, né in funzione del sesso;
non si ha cio¢ una netta differenzia-
zione dei gruppi alimentati con die-
te diverse. La distribuzione delle va-
riabili, rappresentate come vettori,
mostra che I'acido arachidonico &
inversamente correlato all’acido olei-
co e che l'acido stearico ¢ inversa-
mente correlato all’acido linoleico.

Al contrario, la disposizione dei
campioni e delle variabili riscontrata
dall’analisi della PCA della frazione
neutra del grasso della carne di
maiale, mostrava un chiaro raggrup-
pamento dei campioni di carne otte-
nuta da animali alimentati con olio
di girasole alto-oleico (O) e con olio
di girasole alto-oleico combinato con
la vitamina E (OE) (30). Tali risulta-

ti sono da attribuire ad una maggiore
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Composto @ 12 O OE
Acidi grassi liberi* P 7,95 40,1 73,4 61,7
@) 10,8 60,3 545 396
IL 18,0 82,0 217 166
Monogliceridi® 1-S 2,24 2,65 6,70 6,34
1-O 1,84 4,01 3,26 3,10
Squalene* 0,24 0,37 0,34 0,37
Digliceridi* 1,2-PO 0,90 0,64 0,75 1,01
1,2-PL+1,3-PO 2,81 3,24 2,96 3,60
1,3-PL 0,87 2,98 1,29 1,80
1,2-00 1,19 0,67 1,96 3,62
1,2-0OL+1,3-O0 3,79 3,78 7,81 144
1,2-LL+1,3-OL 5,38 7,41 5,43 8,92
1,3-LL 1,69 5,06 1,34 2,50
Trigliceridi® PPO 2,66 2,67 0,34 0,78
IPIPIL, 5,75 4,90 0,32 1,14
POS 0,99 0,83 0,24 0,43
POO 8,24 6,90 1,99 6,17
PLO 17,9 14,8 1,38 4,17
PLL+PoLLO 19,7 16,5 0,69 2,56
SOO 1,51 1,17 0,88 2,62
000 7,08 4,94 447 22,8
SLO 1,91 1,79 0,13 0,34
OLO 16,04 13,46 1,80 7,10
OLL 18,95 16,40 0,53 3,29
ILILIL, 11,43 9,92 0,13 0,79

Dieta C, controllo; dieta E, controllo + 250 mg kg di a-tocoferilacetato; dieta O, controllo
+ 3% di olio di girasole alto-oleico; dieta OE, controllo + 250 mg kg™ di a-tocoferilacetato
+ 3% di olio di girasole altoleico. “acidi grassi liberi quantificati come acido oleico; "monoa-
cilgliceroli quantificati come monoleilglicerolo; ‘squalene quantificato come squalano; ‘dia-
cilgliceroli quantificati come 1,2-dioleilglicerolo; “triacilgliceroli quantificati come 1,2,3-
triarachidoilglicerolo. P: acido palmitico; Po: acido palmitoleico; S: acido stearico; O: acido
oleico; L: acido linoleico

quantitd di Cis;e Cigoriscontrata nei
campioni appartenenti ai gruppi O
ed OFE, accompagnata ad una dimi-
nuzione degli acidi grassi saturi. Cio
rispecchia il profilo degli acidi grassi

della dieta somministrata.

Analisi della componente lipidica
totale della carne (lipidogramma)

Poiché la matrice era di origine ani-
male, si ¢ constatata la presenza del
colesterolo e della maggior parte dei
triacilgliceroli semplici e misti a 44,
46, 48, 50, 52 e 54 atomi di carbo-
nio (30). Si ¢ osservata anche la pre-
senza di diacilgliceroli a 32, 34 ¢ 36
atomi di carbonio. I monoacilglice-
roli e gli acidi grassi liberi risultava-
no assenti. Uassenza dei monoglice-
ridi e degli acidi grassi liberi puo es-
sere ricondotta ad una buona quali-
ta e conservazione delle carni e
quindi del grasso intra ed extra mu-
scolare. Applicando il test Tukey-
Kramer e I'analisi della varianza
(ANOVA) non sono state tuttavia
evidenziate differenze statistica-
mente significative tra i 4 gruppi.

Lanalisi delle componenti principa-
li (PCA) & stata eseguita sui dati
delle percentuali interne dei trigli-
ceridi presenti nei campioni (30). I1
modello a 2 componenti, PC1 e
PC2, spiega il 71% della varianza
dei campioni. Lo score plot eviden-
zia una separazione fra i campioni
(4 maschi e 4 femmine, M e F) ot-
tenuti somministrando olio di gira-
sole alto-oleico rispetto a quelli ot-
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tenuti aggiungendo solo vitamina
E. Gli 8 campioni di controllo (4
maschi e 4 femmine) non formano

40 30 Time (min) 60

un gruppo omogeneo € sono ‘spar-
pagliati’ in tutti i quadranti. Gli 8
campioni ottenuti dall’alimentazio-

ne con olio di girasole alto-oleico e
vitamina E erano posizionati in una
zona intermedia fra i rimanenti.
Leffetto dovuto alla dieta, in linea
con 1 risultati ottenuti dall’analisi
degli acidi grassi della frazione tota-
le della carne, non sembra essere in-
fluenzato dal sesso degli animali. La
distribuzione delle variabili eviden-
zia che 1 campioni appartenenti al
gruppo O presentano una maggiore
quantita di trigliceridi in cui la posi-
zione 2 ¢ occupata dall’acido oleico.
Questo gruppo si distingue da quel-
lo formato dai campioni i cui trigli-
ceridi comprendono al massimo
un’insaturazione. Si nota inoltre la
presenza di alcuni campioni outlier,
che si posizionano in quadranti op-
posti rispetto ai campioni apparte-
nenti allo stesso gruppo.
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Caratterizzazione delle specie
molecolari fosfolipidiche e influenza
del regime dietetico

I campioni presi in considerazione
al fine di valutare eventuali effetti
esercitati dalla tipologia dietetica
sulle varie classi fosfolipidiche sono
stati 16, per via della complessita
dell’analisi. Questi erano stati sud-
divisi in 4 gruppi da 4 campioni, 2
maschi e 2 femmine, dove ogni
gruppo faceva riferimento ad un
determinato regime dietetico.
L'analisi quantitativa delle varie
classi fosfolipidiche ¢ stata effettua-
ta tramite HPLC ed ELSD, utiliz-
zando curve di calibrazione ottenu-
te da miscele di standard delle clas-
si fosfolipidiche a concentrazioni
comprese nel range presente nei
campioni. I valori sono espressi in
pg g relativi alla quota lipidica po-
lare (corrispondente a circa il 4-5%
della frazione lipidica totale). Un
esempio di cromatogramma otte-
nuto ¢ riportato in figura 5.

La spettrometria di massa di secon-
do ordine (Tandem Mass Spectro-
metry) ¢ stata determinante per
confermare 'identificazione delle
specie molecolari fosfolipidiche
(Fig. 5b). 11 plasmalogeno (pPE), la
fosfatidiletanolammina (PE), la
fosfatidilserina (PS), la sfingomieli-
na (Sph) e la lisofosfatidilcolina
(LPC), sono stati rilevati come ione
pseudomolecolare [M+1]". La fo-
sfatidilcolina (PC), oltre che nella

forma protonata, ¢ stata rilevata an-

OE

C16:0|

C14:0f

che come ione pseudomolecolare
[M-15], che si forma dalla perdita
di un gruppo metilico (CH;) della
colina.

La cardiolipina (CL) & stata rileva-
ta nella forma protonata [M+1]'e
come ione pseudomolecolare
[M+23]" e [M+46]*, derivanti ri-
spettivamente dall’addotto con 1 o
2 molecole di sodio.

11 fosfatidilinositolo (PI), invece, ol-
tre che nella forma protonata, ¢ sta-
to rilevato come addotto con 'am-
monio [M+18]". Tali risultati sono
in linea con lavori precedentemente
pubblicati (31, 32), cosi come le
frammentazioni caratteristiche delle
varie classi fosfolipidiche (33).

La concentrazione di ciascuna spe-
cie molecolare dei fosfolipidi ¢ stata
determinata rapportando la compo-
sizione percentuale relativa di cia-
scuna specie, ottenuta tramite

Cl6:1

C18:1

Cl18:2

C18:0;

CZ{]:I
EZO:O.C'I&:" ’CZO:Z C20:4

HPLC-ESI-MS-MS, con la con-
centrazione della corrispondente
classe fosfolipidica ottenuta tramite
HPLC-ELSD. Con il test di Tu-
key non si evidenziano differenze
significative, al variare della dieta,
nella composizione interna delle
diverse classi fosfolipidiche. La
classe fosfolipidica preponderante &
stata sempre la PC (30).

Tuttavia, nonostante la dispersione
dei dati all'interno dei singoli grup-
pi sia molto elevata, i campioni ap-
partenti ad O ed OE, presentano,
rispetto ai relativi gruppi di control-
lo (C ed E), un incremento percen-
tuale dei livelli di PC e un decre-
mento del contenuto di PS (Fig. 6).
Questo andamento potrebbe dipen-
dere dalla via biosintetica di questi
tosfolipidi: PC e PS sono intercon-
vertibili attraverso il trasferimento
di gruppi metilici e carbossilici, che
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avviene in tutte le cellule degli euca-
rioti (34).

Cardiolipina. La specie molecolare
preponderante ¢, in tutti i gruppi,
quella composta dalla combinazio-
ne di acidi grassi Ci./Ciss/
C18:2/C18:2 (6] C18:1/C18:3/C18:1/C18:3- Tut-
tavia i campioni del gruppo O pre-
sentano, rispetto agli altri 3 gruppi,
concentrazioni maggiori di tutte le
altre specie molecolari. Tali diffe-
renze sono piu evidenti per quanto
concerne le specie molecolari con-
tenenti Cig.0/Ci51/Ci1/Ciso, Ciso/
ClS:O/CIS:O/C18:3 o CIS:O/CIS:I/CIS:I/CIS:I)
Cis2/Cis1/Cis:/ Ciso 0 Cigio/ Cioia/
ClS:l/CIS:O) C18:2/C18:1/C18:3/C18:07

Time (min)

C18:3/C18:1/C18:2/C18:1 (o) C16:0/C20:4/
C18:3/C18:0, C18:3/C18:1/C18:2/C18:3 o
Cm:o/ Czo;4/ C1813/ C18:2-

Fosfatidiletanolammina. La specie
molecolare contenente 2 molecole
di acido oleico ¢ la specie prepon-
derante in tutti i 4 gruppi del dise-
gno sperimentale.

Plasmalogeno della fosfatidiletano-
lammina. La specie molecolare m/z
752,4 (p1so/Cau) € quella maggior-
mente presente in tutti i campioni.
Il gruppo OE si distingue dagli al-
tri gruppi per una minor concentra-
zione della specie molecolare /%

756,6 (plS:O/C20:2)~

Fosfatidilinositolo. Anche per quan-
to riguarda il fosfatidilinositolo, la
specie molecolare preponderante,
contenente la combinazione acidica
Cis0/Caou, risulta essere la stessa in
tutti 1 gruppi.

Fosfatidilserina. La specie molecola-
re preponderante differisce tra i vari
gruppi. Nel gruppo C ed O la spe-
cie maggiore ¢ quella contenente
P’acido stearico e l'acido linoleico,
mentre nei gruppi E ed OE ¢ quel-
la con combinazione acidica
Ci50/Cisa. Solo nel gruppo C c’¢
una differenza marcata in termini
di concentrazione tra la specie m/z
788,3 (Cis/Cisa) € la specie m/z
790,6 (Ciso/Cisa). Inoltre, i campio-
ni appartenenti alle diete O ed OE,
presentano un minor contenuto di
tutte le specie molecolari della fo-
sfatidilserina se confrontati con i
campioni appartenenti agli altri

gruppi.

Fosfatidilcolina. La specie molecola-
re preponderante, contenente 1aci-
do palmitico e 'acido linoleico, ¢ la
stessa in tutti i gruppi, 758,6
(Ci6o/Cisa), tranne che nel gruppo
O dove la specie maggiore risulta
essere m/z 760,6 (Ciso/Cisy). 11
gruppo C presenta, rispetto agli al-
tri gruppi, concentrazioni maggiori
delle specie molecolari 7/z 780,6
(Ci6/Cros 0 Cigs/Cis) € ms/z 782,6
(Ci6/Cioa). 11 gruppo O presenta
un maggior livello di fosfatidilcoli-
na con composizione acidica
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Ciso/Caos mentre i gruppi E ed OE
si distinguono dagli altri due gruppi
per concentrazioni nettamente in-
feriori delle specie molecolari 7/z
806;6 (C18:2/C20:4) e m/z 812,6
(CIS:O/C20:3 0 Ci31/Cy0 C18:2/C20:1)-

Sfingomielina. La specie molecolare
m/z 731,5, contenente il Cig,, risul-
ta essere la preponderante in tutti i
gruppi, a prescindere dal regime
dietetico.

Lisofosfatidilcolina. La specie mole-
colare preponderante ¢ la stessa in
tutti i gruppi (m/z 496,3 contenen-
te l'acido palmitico). I gruppi E ed
OE si distinguono dagli altri 2
gruppi per una minore concentra-
zione della specie molecolare con-
tenente I'acido linoleico.

Contenuto di o~tocoferolo nella carne

I campioni alimentati con mangi-
me arricchito di a-tocoferilacetato
presentano valori maggiori di o-to-
coferolo libero, se confrontati con 1
gruppi in cui non vi ¢ stata la sup-
plementazione dietetica con la vita-
mina: I'incremento, rispetto al
gruppo di controllo, era di oltre il
100% per la carne ottenuta utiliz-
zando la dieta E (30).

Tuttavia, questo aumento, cosi co-
me per i lipidi polari, non risulta
essere statisticamente significativo
(P>0,05), a causa di un’elevata di-
spersione dei dati all’interno dei
quattro gruppi dietetici.

LPC CL

OE

Conclusioni

Le conclusioni che si possono trar-
re da questo lavoro riguardano 2
aspetti correlati: la formulazione dei

PE

m CL
m PE
o pPE|
o Pl
m PS
= PC
m Sph
= LPC|

mangimi ed il profilo lipidico della
carne ottenuta dalla supplementa-
zione. Per quanto riguarda il primo
aspetto, I'integrazione ha portato ad
un reale arricchimento rispetto al




mangime di controllo, sia in termi-
ni di acido oleico che di a-tocoferi-
lacetato. Nel mangime in cui c’¢
stata la supplementazione di o-to-
coferilacetato, con o senza olio di
girasole, si & pero registrato un calo
del contenuto sia dell’a-tocoferolo
che dell’a-tocoferilacetato, durante
1 14 giorni che intercorrevano fra la
formulazione del mangime e la
somministrazione ai maiali, di circa
il 10-15%. Questo dimostra che la
sosta dei mangimi arricchiti con vi-
tamina E & critica nelle aziende
zootecniche ed andrebbe ridotta a
pochissimi giorni.

DLeffetto della supplementazione
dietetica con olio di girasole alto-
oleico (3%) e a-tocoferolo acetato
su maiali pesanti italiani (Duroc x
Large White) allevati fino al rag-
giungimento di 170 kg (peso di
macellazione) ¢ risultato evidente
solamente sulla composizione della
frazione lipidica neutra. Infatti, i
triacilgliceroli contenenti acidi
grassi saturi (palmitico e stearico)
decrementano del 14% circa, men-
tre quelli contenenti 2 e 3 molecole
di acido oleico aumentano rispetti-
vamente del 16 e del 40%.

La frazione dei lipidi polari, ad
esclusione della PC, PS e della CL,
non sembra essere influenzata dai
differenti regimi dietetici. Questo,
probabilmente, ¢ dovuto alla rego-
lazione omeostatica che sembra
esercitare un ruolo significativo nei
maiali macellati a 160-170 Kg, di-
versamente da quanto riscontrato

in precedenti lavori (35), nei quali i
suini oggetto di sperimentazione,
appartenevano ad un altro genotipo
e venivano macellati ad un peso in-
teriore (105 kg) (10), o dove i suini,
pur essendo macellati ad un peso di
160-170 Kg, non presentavano nel-
lo loro diete un rapporto lisina:ca-
lorie costante (36). Nei campioni in
cui vi ¢ stato 'arricchimento diete-
tico con l'a-tocoferilacetato, infine
si & riscontrato un aumento del
contenuto di a-tocoferolo; tale in-
cremento non ¢& tuttavia risultato
statisticamente significativo a causa
della dispersione del dato.
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