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INTRODUZIONE

L'alimentazione & un fattore determinante per lav@nzione delle
malattie. Per molte persone, i grassi hanno commrtanegative sulla
salute ma essi sono sostanze nutritive essenziatiligpensabili per la
vita. A questo proposito molti studi sulla variazodella dieta indicano
che i piu importanti cambiamenti nell’alimentaziosesono verificati
soprattutto nel tipo e nella quantita di acidi grasssenziali e di
antiossidanti assuntMata et al., 2008 Nel corso degli ultimi quaranta
anni lo studio delle relazioni tra grassi alimentar salute e, piu
specificamente, tra grassi alimentari e patologiatato prevalentemente
orientato verso il problema dell'arteriosclerosi,elld malattie
cardiovascolari ed in particolare delle cardiopatieonariche.

Il termine lipide € utilizzato nel senso piu ampiel termine per
descrivere composti biologici solubili in solvenbrganici come
cloroformio, benzene, etere e alcool e insolulmliacqua emming e
Hawthorne, 200L Essi comprendono un vasto gruppo di biomolecole,

come acidi grassi e loro derivati, carotenoidipésn, steroidi e acidi



biliari; con le proteine ed i carboidrati costittosio la frazione
nutrizionale prevalente, svolgendo le seguentiifumz

1. energetica, permettendo la costituzione divesar poco volume (9
Kcal di energia lorda/q);

2. plastica, sono componenti fondamentali delle brame cellulari in
tutti i tessuti;

3. di protezione e sostegno delle strutture anatoeni

4. di isolamento termico per il mantenimento dedl@peratura
corporea,;

5. veicolante vitamine e altre sostanze liposoiubil

6. di appetibilita degli alimenti;

7. estetica, in quanto contribuiscono alla defoma della morfologia
dell’organismo.

La classe piu comune di lipidi in natura € compaitaacidi grassi uniti
mediante legami esteri a gruppi idrossilici detgiplo. Tuttavia, vi sono
lipidi che possono contenere diversi composti ctirohe determinano

la loro insolubilita in acqua e la solubilita inhgenti organici (Fig .1).
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Figura 1. Struttura chimica dei lipidi

Il grasso € un liquido oleoso che abbonda nel tesadiposo degli
animali o nei semi delle piante. Negli alimentigiasso si trova quasi
esclusivamente sotto forma di trigliceridi o trigticeroli (> 95%). |
trigliceridi sono costituiti da tre molecole di dcigrassi che sono
esterificati con il gruppo idrossile (-OH) di unaokecola di glicerolo
(Muriana, 2003. Questi composti sono caratterizzati da un etevat
potere e forniscono circa 9 kcal/g (38 KWlafaix e Gil, 2003

Spesso i trigliceridi sono identificati come "gras® "oli" di origine
animale o vegetale. A volte, il grasso € visibi {p consumatore (burro
o olio, per esempio) ma altre volte non é visibdm perché essi sono
mescolati con altri componenti alimentari (neldatia perché sono parte

di tessuti Mataix e Gil, 2003



Altri lipidi alimentari sono quelli complessi (gkecofosfolipidi e
sfingolipidi), molecole con funzione struttural® quanto fanno parte
delle membrane biologiche e modulano la loro a#iviuttavia i lipidi
complessi hanno poca importanza quantitativa eitgtiah in termini di

apporto alimentareMataix e Gil, 2003

Acidi grassi

Gli acidi grassi sono costituenti tanto dei trighici che dei lipidi
complessi e possono esterificare anche il coldstgnanno una struttura
(di solito lineare) con un gruppo carbossile (HOPD& un estremo e un
gruppo metilico (-CH3) all’altro estremo; il restiella molecola e una
catena di idrocarburiMuriana, 2003. Gli acidi grassi sono composti
sintetizzati in natura attraverso la condensazidnenita di malonyl
coenzima A per l'azione di un complesso multiensronachiamato
"acidi grassi sintetasi". Gli acidi grassi di ir@sese biologico sono gli
acidi carbossilici con un numero pari di atomi drlmwnio (per lo piu tra

4 e 26).Sono composti altamente insolubili in acqua e conaito



contenuto energetico. E possibile classificarkjirattro gruppi a seconda

della lunghezza della catena carboniosa:

a. Acidi grassi a catena corta (4-6 atomi di canon

b. Acidi grassi a catena media (8-12 atonsadoonio)

o

Acidi grassi a catena lunga (14-18 atomi di ocnait)

d. Acidi grassi a catena molto lunga (20 o piurmatai carbonio)

Inoltre gli acidi grassi possono essere saturingati carbonio uniti da
un singolo legame), monoinsaturi (caratterizzati uta solo doppio
legame) polinsaturi (caratterizzati da piu doppal@i) Hemming e
Hawthorne, 200)Le possono contenere una varieta di gruppi sestitu
Negli acidi grassi naturali, la disposizione spkzidell'idrogeno nei
legami semplici e trans (t) mentre nei legami da@gsume quasi sempre
una conformazione di tipo cis (c). Questo creango di circa 30 gradi
In questa posizione e quindi un sito di attaccéan®mblecola.

Anche se molto rari ci sono anche acidi grassistreon doppi legami.

Questi acidi grassi si trovano nel modo naturalegnasso del latte e



della carne dei ruminanti e si formano per effetedla flora ruminale

(Mataix e Gil, 2003

Gli acidi grassi con doppi legami di tipo trans gaattilinei, come quelli

saturi, a differenza di quelli con doppi legamiotigis che, come gia
accennato, presentano un sito di attacco nellacolalePertanto gli acidi
grassi trans non possono essere sostituti copaildis dal punto di vista
nutrizionale. Essi sono in grado di produrre Isstequantita di energia,
ma non hanno le stesse proprieta biologidhatéix e Gil, 2003

Gli acidi grassi naturali hanno un nome comuneyeolal nome

sistematicoMataix e Gil, 2003 tabella)l



ACIDI NUMERO DI ATOMI NUMERO DI PRIMO

DOPPIO CODICE
GRASSI DI CARBONIO DOPPI LEGAMI LEGAME
Acidi grassi saturi
Butirrico 14 0 ) C4:0
Capronico 6 0 - Cé6:0
Caprilico 8 0 - C8:0
Caprinico 10 0 - C10:0
Laurico 12 0 - C12:0
Miristico 14 0 - C14:0
Palmitico 16 0 - C16:0
Stearico 18 0 - C18:0
Arachico 20 0 - C20:0
Behenico 22 0 - C22:0
Lignocerico 24 0 - C24:0
Acidi grassi monoinsaturi
Palmitoleico 16 1 6 C16:1 76
Oleico 18 1 9 C18:1 79
Cetoleico 22 1 11 C22:1 711
Nervonico 24 1 9 C24:1 79
Acidi grassi polinsaturi
Linoleico 18 2 6 C18:2 ?6
o-linolenico 18 3 3 C18:3 73
y-linolenico (GLA) 18 3 6 C18:3 76
Arachidonico (AA) 20 4 6 C20:4 7?6
Eicoisapentenoico (EPA) 20 5 3 C20:5 73
Docosatetrenoico 22 4 6 C22:4 76
Docosapentenoico 22 5 3 C22:5 73
Docosapentenoico 22 5 6 C22:576
Docosaesaenoico
(DHA) 22 6 3 C22:6 73

Tab. 1 Acidi grassi maggiormente frequenti negli anenti di consumo abituale
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Cosi per esempio I'acido grasso saturi a 16 atewdbonio, il cui nome
sistematico € esadecanoico, € generalmente chisanato palmitico o
16: 0 (16 atomi di carbonio e nessun doppio lega@epndo ci sono
doppi legami la nomenclatura sistematica tradalernndica cis oppure
trans o la sua posizione a partire dal gruppo ailico. Cosi I'acido
linoleico & chiamato in sistematica come 9-cis,cli2octadecadienoico
(Mataix e Gil, 2003

Tuttavia risulta molto piu utile e semplice indieasolo il numero di
atomi di carbonio, il numero di doppi legami e lasizione del primo
contando a partire dal gruppo metilickefsen, 2002con l'aggiunta di

0 “n” in modo che quelli con la stessa numerazienmetabolicamente
sono collegati I'uno con l'altrdviataix Gil, 2003. Ad esempio l'acido
linoleico viene indicato C18:2 o0 18:2 n-6. Cosingeindicato che vi € un
doppio legame in posizione 6, nel carbonio numero 6 a partire dal
gruppo metilico. | restanti doppi legami sono ditwapartire da questo
doppio legame in modo non-coniugato, essendoci Emp gruppo
metilico tra i due. Pertanto, € noto che, che dcsgsivo doppio legame

e situato ino 9.
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Mentre gli acidi grassi saturi sono abbondanti inagimali terrestri, in
particolare mammiferi, e nell’olio di provenienzegetale come quello di
cocco o di palma, i monoinsaturi, il cui principaégpresntante e I'acido
oleico [(C18:1 (n -9)] sono presenti in tutti i gsgaanimali e oli vegetali,
specialmente I'olio di olivaMlata et al, 200B8e I'olio di colza.

Tra gli acidi grassi polinsaturi g3 e®6 hanno una grande importanza;
essi variano per la posizione del doppio leganmetie gruppo al gruppo
metilico posto alla fine della molecola dell’ acigaasso $hahidi, 2000

Il principale acido grassa6 e I'acido linoleico (18:2 n-6) che e
abbondante negli oli vegetali di mais, soia e giasGli acidi grassib3

si trovano in piccole quantita in alcuni oli vedewpiante, la loro fonte
principale sono gli animali marini. L’acido linoleo (18:3 n-3) abbonda
nelle piante (nell’'olio di colza e soia e in grargliantita nell’olio di
lino); I'acido eicosapentaenoico (EPA, 20 : 5 ne3il docosaesaenoico
(DHA, 22:6 n-3) sono abbondanti nei pesci, mollusohrini negli oli o
grassi di origine sia animale che vegetale (alghieroalga, ecc). La
famiglia dei PUFA ®»3 deriva dall’ acido linolenico mentre la famiglia

®6 deriva dall’ acido linoleico, questi, a sua vplpgoducono diverse
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sostanze con attivita regolatrice e biologica, ngémeralmente come
eicosanoidi.

La via metabolica dei PUFA3 e®6 utilizza lo stesso insieme di enzimi
e possono competere gli uni con gli altri. Se llag®ne di uno di essi €
in eccesso, puo interferire con il metabolismo mialtro, il che conduce
alla perdita di equilibrio nella produzione di piagandine, leucotreni e
trombossanol{eaf, 1987; Nordic Council of ministres, 1989; Vhnget
al, 1999.

L'acido linoleico ea-linolenico sono considerati essenziali perché non
possono essere sintetizzati dall’organismo e, p&rfadevono essere
assunti attraverso la dieta. Sono necessari perekscita e lo sviluppo

cosi come per il mantenimento di una buona salute.
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Fig. 2 Meccanismo di formazione degli acidi grassiella seriem3 e®6

L'importanza degli acidi grassi polinsaturi per la salute umana

Le malattie cardiovascolari sono la principale eadsmorte in Europa,

negli Stati Uniti e in gran parte dell'Asia. Ci sodiversi fattori di rischio

associati al loro sviluppo, tra questi il colestertotale, i trigliceridi,

I'ipertensione, il diabete e i bassi livelli di esterolo HDL. Molti di

questi fattori di rischio sono influenzati dallaeti Carrero et al., 200p

Alcuni studi scientifici hanno dimostrato che laagtita di PUFA nelle

membrane delle cellule di individui affetti da morbli Alzheimer, da
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depressione o da schizofrenia sono molto bassrinkcipali risultati
emersi, nel 1984 dalla relazione delammittee on Medical Aspects of
Food Policy (COMA)e discussi ddJlbricht e Wheelock. (1989%0no
stati:

1. le diete ricche di acido stearico (C18:0), netedninano aumento del
colesterolo serico;

2. gli SFA a corta catena (C:10), allo stesso moum comportano
aumento del colesterolo nel sangue, mentre gli &FAedia catena,
laurico (C12:0), miristico (C14:0) e palmitico (COp sono aterogenici
come gia osservato days et al. nel 1965

Altri  studi hanno dimostrato che gli SFA a lungatema, miristico
(C14:0), palmitico (C16:0) e stearico (C18:0) s@mzhe trombogenici.
L’acido miristico e il principale aterogenico poé&hha un potere
ipercolesterolemico quattro volte superiore rigpettquello dell’acido
palmitico Hegsted, 1966

E’ stata ampiamente esaminata la correlazione fraagdi grassi
monoinsaturi e la riduzione della predisposiziofi®ssidazione delle
LDL. Studi sperimentali sul coniglio mostrano ckdipoproteine a bassa

densita ricche di acido oleico, il principale acglasso dell'olio di oliva,
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sono molto resistenti all’ossidazione. | risultattienuti suggeriscono che
I'assunzione di acidi grassi monoinsaturi puo, dyiassociare i vantaggi
derivanti dalla riduzione del colesterolo con lamgliuzione delle
lipoproteine a bassa densita e linibizione de#idazione cellulare
(Parthasarathy et al., 1990

L’interesse per gli effetti favorevoli degli acigrassio3 sullo stato di
salute, soprattutto in rapporto alle patologie wasascolari, € nato verso
la fine degli anni 70, in seguito all'osservaziodiee nelle popolazioni
eschimesi della Groenlandia, che consumano gramantga di pesce,
particolarmente ricco in tali acidi grassi, l'inelnza della mortalita
cardiaca per cause tromboemboliche era molto @aaaspetto a quella
registrata nelle altre popolazioni. Questo fenomeanodenominato
“paradosso degli Eschimesi” in quanto le popolazd®ila Groenlandia,
pur consumando una dieta ricca di grassi animasgntavano una bassa
incidenza di malattie cardiovascoladiang e Dyerberg, 1973

Recenti studi clinici hanno mostrato che gli agdissi polinsaturi della
famiglia ®6 determinano principalmente una riduzione della
colesterolemia (sia lipoproteine ad alta densitB] Hsia LDL) per cui

svolgono un’importante funzione anti-aterogenicali &cidi grassi
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polinsaturi della famiglia3, invece, hanno un’attivita anti-trombogenica
particolarmente evidente, in quanto riducono I'aggizione piastrinica
(Bertoni e Trevisi, 1999

L’acido linoleico e il piu importante precursoreinantare delle
prostaglandine. Una piccola aliquota di questo a@dtrasformata nel
fegato per allungamento e desaturazione in ac@chatonico ed in parte
in acido diomoa-linoleico (DHLA, C20:3). Il DHLA e il precursore
della prostaglandina E1 (PGE1l), un agente antigggte; mentre
'acido arachidonico (C20:4) e il precursore debntbossano A2
(TXAZ2), un potente agente aggregante, e della pgtetdina 12 (PGI2),
anch’essa caratterizzata da potere antiaggregamtbe se molto meno
forte (Gibney, 1993; Miles e Calder, 1998Gli acidi grassi polinsaturi
della famigliaw3 agiscono come antiaggreganti attraverso:

1. 'EPA, precursore del trombossano A3 (TXA3), debole agente
aggregante e della prostaglandina I3 (PGI3), uemetantiaggregante.
Quindi, una sostituzione nella dieta di acidi grgssinsaturi ®6 con
guelli ®3, come precursori di prostaglandine e trombossadyrrebbe
uno squilibrio tra agenti aggreganti/agenti antraggnti facendo

prevalere questi ultimi;

17



2. I'inibizione della conversione dell’acido aragbnico in TXA2 nelle
piastrine.

Alla luce di tutte queste considerazioni, il sokpporto acidi grassi
polinsaturi/saturi (PUFA/SFA) non viene piu consate un valido
indice per la stima dell’aterogenicita e/o deltantbogenicita di una dieta
o di un alimento, in quanto tale teoria partival’dasunto che tutti gli
acidi grassi saturi fossero dannosi per la salumana. Attualmente,
come suggerito ddlbricht e Southgate (1991ngono, invece, presi in
considerazione anche gli acidi grassi monoinsaturi.

E’ necessario, quindi, correggere molti pregiudiguardo il ruolo dei
lipidi alimentari che, per decenni, sono stati edesati dannosi alla
salute al punto da arrivare ad escluderli completde dalle diete

destinate a soggetti affetti da patologie cardioukzsi.

Lipidi marini come fonte di ® 3 e dei suoi effetti benefici per la salute

La caratteristica principale che distingue i liptt#lle specie marine dai

lipidi degli animali terrestri € la presenza di PAJ& catena lunga, tra cui:

18



acido eicosapentaenoico (EPA; C20: 5 n-3), acidocosl@aesaenoico
(DHA; C22: 6 n-3), e in minor quantita , I'acido aisapentaenoico
(DPA; C22: 5 n-3) $hahidi, 200D

| lipidi marini sono prodotti nel fegato di pesanagri come il merluzzo,
nella massa corporea magra di pesci come lo sgombrel grasso di
mammiferi marini come la foca. Diversi studi epidelogici
suggeriscono che il consumo di pesce e associato ut@a chiara
riduzione del rischio di morte da cause cardioviascan diverse
popolazioni del Mediterraneo, se confrontati corpglazioni che in
genere non consumano pesbayiglus et al., 1997; KROMHOUT et al.,
1985.

Studi epidemiologici e nutrizionali indicano chednsumo di PUFA®3

a catena lunga causano cambiamenti dei fattori staBa associati a
effetti benefici sulla saluteCarrero et al., 200h

lllingworth e Ullman (1990hanno proposto la teoria che il consumo di
lipidi marini porta a riduzioni nei livelli di ligi nel plasma a causa di
una riduzione della sintesi degli acidi grasspefiiroteine a bassa densita
(LDL). Kromhout (1989)suggerisce che un elevato consumo di pesce

non protegge contro le malattie cardiache in guyatigolazioni in cui il
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consumo di grassi saturi e troppo aNestel (1990ha dimostrato che i
PUFA ©3 a catena lunga hanno un effetto diretto sul nmoscardiaco
stesso, aumentano il flusso di sangue, diminuiscdmoaritmie,
migliorano la densita sanguigna, riducono le dir@msdell'infarto. E
stato anche suggerito che I'olio marino puo riteedéarteriosclerosi
grazie al suo effetto sulla funzione piastriniad|esinterazioni piastrine-
endoteliale e sulla risposta inflammatoi&né&hidi, 2000

La maggior parte di questi effetti sono dipendealimeno in parte, da
alterazioni nella formazione dei eicosanoidi neljpcoumano Fischer,
1989. Gli eicosanoidi (prostaglandine, leucotreni @rbossano) sono
sostanze simili agli ormoni, ma a differenza losono prodotte nelle
cellule in cui esse operanoDdcosta, 1998 Queste sostanze sono
importanti per il loro effetto vasodilatatore e swaostrittore e di anti-
aggregazione piastrinicaKifsella, 1987. Inoltre, alcuni risultati in
individui mostrano che una bassa concentrazionsnm@tca di DHA
diminuisce i livelli del neurotrasmettitore serotwen e bassi livelli di
serotonina sono associati con un comportamentadauldibbeln, 1998.
Durante lo sviluppo fetale e infantile, i PUF#8 hanno un ruolo chiave

nello sviluppo del cervello, del sistema nervoselladretina e della
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crescita MDM Al et al.,, 1995; Uauy et al., 19961l DHA é la
componente lipidica maggiore nel cervello, € imao anche per la
retina, i1 testicoli e lo sperma, sembra insostileilper il corretto
funzionamento di tessuti e per il loro sviluppble(ringer, 1988;
Relazione della British Nutrition Foundation, 1999

Carlson et al. (1986hanno dimostrato che i neonati nati prematuri
hanno quantita inferiori di DHA nei loro tessutspetto a bambini che
hanno avuto una gestazione normale. Se si vuold akeenato abbia un
pieno e corretto sviluppo cerebrale e del tessetwaso € necessario
apportare quantita maggiori di DHA¢nnor, 1991; Crawford, 1993 e
Hornstr, 1995.

Il comitato incaricato dello studio degli acidi gsainsaturi della societa
britannica di nutrizione Rritish Nutrition Foundation, 1992 ha
raccomandato che il 5% dell'energia della dietargamga da acidi grassi
o 3. Studi scientifici testimoniano come il rappobtd,» 6: ® 3 & quello
migliore per la salute umanaBritish Nutrition Foundation 1992b;
Nordic Council of Ministres, 1989; Vaughn et al9Q9%). Inizialmente
guesto rapporto era di circa 1:1, ma € crescimo &d arrivare a 10:1 e

0ggi potrebbe essere ancora superibeaf, 1987.
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Acidi grassi della seriem-3

Gli acidi grassi della seri®3 sono normalmente presenti in alimenti
marini, alcune piante ed anche in alcuni prodatimali quali pollo,
tacchino ed uova.

Tra di essi in natura troviamo piu frequentemdiat@do alfa-linolenico,
che e un acido grasso essenziale, in quanto noregegre sintetizzato
dall’'organismo e pertanto va introdotto con I'alm&zione; € reperibile
maggiormente nel mondo vegetale, dove viene elaba@apartire dal
linoleico, attraverso una sintesi nelle membraneldeoplasti. Una volta
giunto nell'organismo pud essere metabolizzato adi ayrassi a piu
lunga catena e della stessa serie, attraversorn@zi due enzimi:

la desaturasi, la cui funzione e quella di insedredoppio legame al
posto di uno saturo in punti precisi della catersd’atido grasso;
I'elongiasi, la cui funzione € di aggiungere atancarbonio ad un acido
grasso al fine di allungare la catena.

Questi interventi metabolici cambiano sostanziak@eta struttura
dellacido grasso, attribuendogli inoltre specichcaratteristiche
funzionali e strutturali.

Da alcune di queste trasformazioni risultano I'aciEicosaepentanoico
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(EPA 20:5) e I'acido Docosaesanoico(DHA 22:6), alijwsvolgono un
ruolo importante nel corretto funzionamento di aloorgani ed apparati,
tra cui il cervello, la retina e le gonadi ed inelisvolgono un’azione
preventiva verso l'aterosclerosi e le malattie maraiscolari. In natura
essi sono presenti nel fitoplancton e sono padroaénte concentrati in
alcune specie ittiche, soprattutto in quelle ch®ro in acque fredde. Il
DHA svolge all'interno dellorganismo una funziom@evalentemente
strutturale ed e particolarmente rappresentato fosfolipidi dei
sinaptosomi cerebrali, nella retina e nei fosfolipidei canali
intramembranali del sodio.

Le funzioni del DHA e delllEPA sono schematizzagda tab.2

Funzione dell’Acido Docosaesanoico | Funzioni dell’Acido Eicosapentanoico

(DHA) (EPA)
Sviluppo e maturazione cerebrale Precursore didetile prostaglandine
della serie 3

Sviluppo e maturazione dell'apparato

riproduttivo

Sviluppo e maturazione del tessuto
retinico
Tab. 2 Funzioni del DHA ed EPA

Otre quelli suindicati, gli acidi grass3 piu comuni sono:

e Acido Stearidonico (18:3)
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e Acido Eicoisapentenoico (18:4)

e Acido Docosaesanoico (22:5)

L’assunzione degli acidi grassi della sesi®incrementa:

la produzionelellEDRF (EndotheliaDerived Relaxing Factor)
I'attivita fibrinolitica

I'aumento delle HDL

la formazione di prostaglandine PGI3

la produzione di leucotrieni B5

la produzione di interleukina 2

Queste attivita contrastano:

1.

2.

la produzione di acido arachidonico;

I'aggregazione piastrinica;

la produzione del PAF (Platelet Activating Factor);

la produzione del PDGF (Palteled Derived Growtht&iar
la formazione di trombossani;

la funzione dei macrofagi;

I'incremento delle LDL e delle VLDL,

I'incremento dei trigliceridi;

I'incremento del fibrinogeno;
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10lincremento della viscosita ematica.
L attivita funzionale degli®3 sul sistema cardiovascolare viene

schematizzata nella tab.3.

RIDUCE AUMENTA

I"aggregazione piastrinica; la sopravvivenza piaist

la pressione arteriosa; il tempo di sanguinamento

la risposta ai vaso costrittori la compliance vém®parteriosa

I"aritmia cardiaca la funzione dei betaecettori
cardiaci

la viscosita ematica il flusso coronarico post
ischemico

Tab. 3 Attivita funzionale degli omega-3 sul sistemcardiovascolare.
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Acidi grassi della seriem-6

Tra gli acidi grassi6 i piu significativi sono:

Acido linoleico (in oli di semi)

Acido gamma linolenico (primo intermedio nella cersione

dell’acido linoleico in acido arachidonico)

Acido diomogammalinolenico

Acido arachidonico (tipico del mondo animale)
L’acido diomogammalinolenico e il precursore dgtestaglandine della
serie 1, le cui funzioni sono :

e vasodilatazione e riduzione della pressione adari

inibizione della trombosi;

incremento dei livelli di AMP ciclico;

attivazione dei gamma linfociti;

prevenzione del danno epatico da etanolo;

inibizione di proliferazioni anomale.
L’acido arachidonico svolge un ruolo prevalentetaestrutturale ed e

presente nei fosfolipidi di membrana; assume uroriumportante, se
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opportunamente bilanciato con l'acido docosaesand@i2HA), nello
sviluppo embrionale e nell’accrescimento del bamobiDal punto di
vista funzionale , esso produce prostaglandineadsdirie 2, le quali
formano intermedi ad attivita pro-inflammatoria earzialmente
antiaggregante piastrinica.

Dal punto di vista dietetico € notoriamente di magg importanza, in
luogo delle singole famiglie di acidi grassi, ipporto w3/w6, il quale
assume un ruolo fondamentale nella protezione dedrec dalla
lipoperossidazione, ed il cui valore non dovreblssees inferiore
allunita. Considerando che gli acidi grassi deléaie ®3 sono presenti
prevalentemente nel mondo vegetale, possiamo cajgine Spesso
guesto rapporto assuma valori svantaggiosi sia rspiecie ittiche, dove
si differenziano specie erbivore e carnivore, chegi animali terrestri

in cui prevalgono gli acidi grassi della sexié,
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Cla benefici per la salute umana

Il termine CLA (conjugated linoleic acid) si rifsge ad un gruppo di
isomeri posizionali e geometrici dell’acido octadeienoico o linoleico
(C18:2 cis-9, cis-12), caratterizzati dalla presedz due doppi legami
coniugati, diversi dai classici legami metilenigiepenti nella struttura
dell’acido linoleico. Tali legami coniugati si pas® trovare nelle
posizioni che vanno da 7,9 a 12,14 e per ogni isorpesizionale sono
possibili 4 paia di isomeri geometrici (cis,cisars,cis; cis,trans;
trans,trans).

Di conseguenza il termine CLA include un totale 24 isomeri

posizionali e geometrici dell’acido linoleicaCfuz-Hernandes et al.,
2004).

Tali acidi grassi furono individuati per la primalta da Pariza (1985) in
uno studio sulle componenti pro-cancerogene delanec bovina
sottoposta a cottura con griglia. Sorprendentementifferenza di altri
acidi grassi trans noti per essere nocivi per latsaimana, questi acidi
grassi dienoici trans, derivati dall'acido linolei¢18:2 n-6), mostravano

proprieta anti-cancerogene anziche pro-cancerogkrale scoperta, e
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seguito un largo numero di ricerche sugli effetti €LA sulla salute
umana, che prevedevano l'impiego di singoli isonsatialto grado di
purezza o di miscele di isomeri in diverse propmigiSia con prove in
vivo (su animali da laboratorio) che in vitro (soitare di cellule umane
o animali). Tali studi hanno evidenziato che i Cilluenzano diversi
aspetti della salute umana, la carcinogenesistudii cardiovascolari,
I'insulino-resistenza e il diabete, la funzione iomtaria. Possono
inoltre modulare l'espressione di importanti gem, direttamente
attivando specifici elementi di risposta per gliidacgrassi o
indirettamente attraverso la regolazione dell’esgimme genica di
specifici fattori di trascrizione coinvolti in molbrocessi metabolici.

La maggioranza degli studi atti a valutare gli giffdei CLA sulla salute
umana € stata condotta utilizzando prodotti sixeati chimicamente,
contenenti una miscela di cis e trans isomeri, iwerde proporzioni.
Studi piu recenti sono invece stati effettuati ukasingolarmente il cis-
9, trans-11 e il trans-10, cis-12 in forme altareeparrificate. | risultati
ottenuti in seguito all’'utilizzo di miscele sono a@ontrasto con quelli
osservati nel caso dei singoli isomeri e cio suiggigioe che i due isomeri

abbiano effetti diversi sulla fisiologia dell’orgamo e sui meccanismi
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cellulari che ne sono alla base. L’isomero transel$12 sembra inoltre
avere effetti negativi sulla salute, soprattuttcaaisa dellaumento dei
processi ossidativi a carico dei lipidi e della seguente formazione di
iIsoprostani Whale et al., 2004; Tricon et al., 2005; Bhattacfaet al.,
2000. Tali osservazioni necessitano di ulteriori cimnti; in ogni caso
e interessante chiedersi perche nessun effettaimegeenga osservato
guando l'isomero meno presente in natura, il trHhs<cis-12, viene
somministrato in associazione al pit comune isomé@s-9, trans-11.
Le principali fonti di CLA sono gli alimenti deritiadai ruminanti o di
animali con processi fermentativo-digestivi sinailiguelli dei ruminanti,
come i canguri e i wallaby, come la carne dei ramine i loro prodotti
lattiero-caseari. |l latte € il prodotto dei runmigpiu ricco in CLA, il cui
contenuto puo variare da 5.4 a 7.0 mg/g lipidiasdalla specie animale
considerata. | CLA sono totalmente assenti neglivegetali. Piccole
guantita di CLA (0.1-0.7 mg/g di olio) possono, @peessere prodotte
durante il riscaldamento, la decolorazione e ladddazazione nei
processi di raffinazione degli oli alimentaigebo, 2003

In Italia I'ingestione media di CLA e stata stimataorno ai 300

mg/giorno, negli Stati Uniti € di 52 e 137 mg/giorper uomini e donne

30



rispettivamente, in Gran Bretagna e di circa 400-6fy/giorno e per
uomini e donne tedesche e rispettivamente di 436Gemg/giorno. In
genere nelle donne l'ingestione di CLA &€ minoreite e probabilmente
dovuto a un piu basso consumo di grassi di origingnale Parodi,
1997; McGuire et al., 1999; Parodi, 2003

Il raggiungimento di un apporto giornaliero di CLdA 3-6 g, cioée |l
livello al quale sono previsti effetti benefici kubkalute, non € assicurato
dall’ingestione degli alimenti naturali non arrigch Tale obiettivo
sarebbe invece raggiungibile attraverso 'aumestadoncentrazione di
CLA nel latte e quindi nei prodotti lattiero-caseagrazie alla
manipolazione delle diete destinate agli animéiragerso I'ingestione di
capsule di oli arricchiti con CLA, o semplicementtraverso
I'ingestione di alimenti additivati (cibi funzional L'industria alimentare
e particolarmente interessata allo sviluppo didil funzionali arricchiti

con diversi acidi grassi bioattivi come i PUA3 ew 6 e i CLA.

31



Determinazione dei Lipidi

Estrazione

L’'analisi del contenuto di acidi grassi negli aéimi e fondamentale per
la dieta e la salute umana. Nel documeh@AC, 1995: IDF 350/2000
sono disponibili metodi per determinare il contenditlipidi.

Per I'analisi quantitativa dei lipidrolch (1957) ha dimostrato che il
modo piu efficace per l'estrazione dai tessuti afiingé aggiungere

cloroformio:metanolo come solventi. La modifica gliesto metodo e
stata proposta ddligh e Dyerche utilizzano una miscela di cloroformio,
metanolo e acqua (1:2:0.8 v/v/v). | resti insolulbiklla soluzione di

omogeneizzazione si eliminano attraverso la cemfaizione e si

aggiunge un volume di cloroformio e uno di acqliawnatante per
ottenere la separazione delle due fasi. | contamiineengono estratti

nella fase acquosa, lasciando i lipidi concentralia parte inferiore fase
organica Hemming e Hawthorne, 20P1Christie et al. (1984)fanno

riferimento a metodi per I'estrazione dei lipiditali da diversi tessuti

32



con cloroformio:metanoldChouinard et al. (1999); Hara e Radin (1978)

e Peterson et al. (2002ifilizzano soluzioni di esano:isopropanolo.

Metilazione

Una volta estratti la loro determinazione si eftfattattraverso una
derivatizzazione, seguita dalla separazione megligascromatografia.
La derivatizzazione degli acidi grassi esterifiatglicerolo € un primo
passo per l'analisi mediante gascromatografia (Fgddeéric e Paul,
2002 I1SO-IDF, 200R La metilazione degli acidi grassi e la tecni¢a d
derivatizzazione utilizzata piu spesso. Gli estegtilici degli acidi grassi
(MEAG) sono i derivati maggiormente utilizzati péanalisi dei lipidi
(Frédéric e Paul, 2002

La metilazione puo avvenire in condizione acidasita. La metilazione
catalizzata in ambiente acido e la piu frequentelgpereparazione dei
metilesteri di acidi grassi liberi o esterificati gliceridi e fosfolipidi.
Generalmente si adopera metanolo con aggiuntaifidioturo di boro

(BFs/metanol)(Metcalfe e Schmitz, 1961; Morrison e Smith, J964dido
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cloridrico (HCl/metanolo), o acido solforico §650J/metanolo) come
catalizzatore a temperature tra 80° e 100 °C pe6B0min Erédéric e
Paul, 2002; Kramer et al, 1997; Yurawecz et al, 999 uttavia 'uso
frequente di acidi forti come reattivi quali il ftaoruro di boro, I'acido
cloridrico o l'acido solforico e le condizioni demperature da moderate
ad alte puo dare come risultato la presenza dinalpicchi dovuti ai
prodotti di degradazione nel cromatogramma e quegao
compromettere la precisione dell’analisi cromatégsa(Christie, 1994.
La metilazione alcalina di acidi grassi e simil¢agida ma precede
I'utilizzo di una soluzione potassio:metanolo coraattivo per la sintesi
di esteri metilici degli acidi grassi (MEAG) derivadai gliceridi
(Christie, 1990b; Christopherson e Glass, 1p6Questa reazione di
transesterificazione e effettuata a temperaturaenad@mente elevata per
5 - 15 minuti per garantire la completa derivatzaae.A differenza del
metodo acido in letteratura sono riportati svanitgggtici che derivano
dalle condizioni piu miti utilizzate nella metilanie basicallberth, et
al., 1995; Kramer, et al., 1997

Yamasaki et al. (1999) ha affermato che la meblaaiacida si deve

utilizzare quando ci sono sono notevoli quantitaadi grassi liberi nel
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prodotto da analizzare &ensen (2002)ndica che gli esteri metilici
devono essere manipolati con molta attenzione \esttoro altissima

volatilita.

Quantificazione degli acidi grassi mediante gascroatografia

Il metodo di elezione per I'analisi dipende dal@ura del campione e
dal livello di caratterizzazione degli acidi graseecessario. Le
caratteristiche importanti dei lipidi quando sietfia una separazione
cromatografica sono loro polarita, il grado di @m#azione e in
determinate situazioni, la loro capacita di unixsn elevata affinita ad un
altro compostoflemming e Hawthorne, 20D1

Nei tessuti vivi acidi grassi liberi si trovanopiccole quantita e possono
essere separati da altri tipi di grassi presensaluzioni cloroformio-
metanolo per essere analizzati attraverso cromaftagdi assorbimento
in colonna di silice (gel di silice). L'eluizioné\eerifica con solventi con
maggiore polarita.

Gli esteri metilici degli acidi grassi sono facilme separabili attraverso

gascromatografia utilizzando una fase stazionarmmlietilenglicolo che
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e polare. In questo tipo di colonna gli estertalena piu corta eluiranno
prima e per una determinata lunghezza della caténgempo di
ritenzione aumenta con il numero di doppi legami.

Con le fasi stazionarie non-polari con la stessayhezza, eluiscono
prima gli esteri metilici con piu insaturi. La segaione di acidi grassi
puo essere migliorata attraverso specifici progrardimtemperatura

(Hemming e Hawthorne, 20p1
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PARTE SPERIMENTALE

Allo scopo di apportare un nostro contributo suliorizzazione di
alcuni prodotti alimentari attraverso la -carattesizione della
composizione acidica e sul contenuto in CLA soraieskffettuate tre
prove sperimentali.

La prima indagine ha previsto la determinazione mtefilo acidico in
filetti di spigola ODicentrarchus Labrax e orata $parus Auratp
provenienti da un allevamento off-shore e confeagibgon differenti
sistemi di packaging.

Con la seconda indagine invece € stata valutataatazione della
componente acidica durante il processo di stagimaati un formaggio
tipico dell’entroterra avellinese ottenuto da latti pecora: |l
“Carmasciano”.

Infine ulteriore obiettivo di questo lavoro e stajaello di mettere a
punto un rapido, semplice e conveniente micrometquEr la
determinazione della composizione di acidi grassl latte e nel

formaggio allo scopo di evitare I'utilizzo di granguantita di solventi

organici pericolosi,e una serie di passaggi lungdiboriosi e costosi
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tipici dei metodi attualmente i uso. Tale metodpalta messa a punto €
stato applicato per la determinazione degli acrdisgi in campioni di
latte vaccino prodotto in Galizia (NW Spagna) e aampioni di
formaggio “Tetilla” prodotto a partire da latte wacca e tipico del nord

della Spagna.
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1° INDAGINE SPERIMENTALE

PROFILO ACIDICO DI FILETTI DI SPIGOLA ( Dicentrarchus
Labrax)y E ORATA (Sparus Auratg CONFEZIONATI CON

DIVERSE TECNOLOGIE.

INTRODUZIONE

In una dieta equilibrata i pesci svolgono un rutil@rimaria importanza,
soprattutto per il notevole apporto di proteineldvato valore biologico,
per la loro facile digeribilita e per la peculiaxemposizione lipidica. Le
loro caratteristiche organolettiche vengono infzege da diversi fattori.
Si e visto, per esempio, che il colore e 'aromaosinfluenzati dalla
presenza di determinati microrganismi, da aromiesiderati presenti
nelle diete o0 da alghe del’ambiente acquaticoch®nil sistema di
allevamento influisce sulle caratteristiche orgattaihe.

La loro composizione chimica (Tab. 4) € soggetta@azioni correlate
alle diverse condizioni alimentari ed ambientatinfperatura dell’acqua,

salinitd) (Tab. 5).
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Composizione chimic Valori minimi e massim
centesimale

Acqua 65%-80%

Proteine 15%-27%

Lipidi 0,50%-30%

Glucidi 0,5%

Tab. 4 Composizione chimica centesimale dei pesci.

Estensivo Intensivo
Umidita 73.2%1.54 69.0#1.98
Proteine(Nx6.25) 20.20.52 19.6&0.83
N non proteico 0.38.18 1.340.23
Lipidi totali 3.78:1.03 8.422.45
Colesterolo(mg) 63.501.07 67.711.69
Ceneri 1.3#0.02 1.280.10

Tab.5 Composizione chimica di filetti di orata proweniente da allevamento intensivo ed estensivo
(g/100t. g.) (1)

Tra i costituenti chimici particolare importanzaiene attribuita ai
lipidi. | pesci vengono classificati in base alled composizione lipidica
in: pesci grassi, con contenuto lipidico supericaf’8%; pesci

semigrassi, con contenuto lipidico compreso tr&%4 e I’ 8%; pesci
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magri, con contenuto lipidico inferiore al 3%.

La componente lipidica e prevalentemente costitdiéa acidi grassi
poliinsaturi. Anche se tali acidi grassi poliingattappresentano un
fattore limitante la conservazione del pesce, pbiohpredispongono ad
una piu rapida ossidazione, assumono rilevante ritappa dal punto di
vista nutrizionale in quanto rappresentano elematilti sotto il profilo
dietetico.

Il contenuto in acidi grassi viene influenzato @ditdri quali I'attivita
riproduttiva, la maturita sessuale, I'eta, ed itipgo in cui avviene la
pesca. Per esempio si e rilevata una maggioreticpuadngrassi ed acidi
grassi poliinsaturi nel periodo estivo (luglio) &a tasso minore nel mese
di ottobre e gennaio. Infatti temperature piu baggecono determinando
sia una maggiore presenza di fitoplancton, fonte adidi grassi
poliinsaturi essenziali, che influenzando le atéivdegli enzimi desaturasi
e sintetasi.

Fra gli acidi grassi poliinsaturi sono rilevanti gtidi grassi della serie

®3, di cui i pesci sono I'unica fonte alimentarensiigativa.
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Dal punto di vista nutrizionale, spigole ed orate atquacoltura
apportano proteine nella stessa quantita e deltsatqualita del pesce di
cattura (19-20 g per 100 grammi di parte edibile).

Per le spigole allevate si riscontra un tenorediqgu generalmente piu
elevato, mentre per le orate la differenza corelvatico non € sempre
significativa. La qualita dei grassi € comunquevaia. || contenuto in
polinsaturi (30-32% del totale degli acidi grassg) in particolare degli
3 totali oscilla, nelle orate e spigole di acquagal italiana, tra il 23 e |l

25% del totale degli acidi grassi.

Composizione in acidi grassi di prodotti della pesc

La quantita di acidi grassi nei prodotti della esdipende
principalmente dal contenuto lipidico totale e mssere influenzata da
numerosi  fattori  biologici quali:  alimentazione, bida,
habitat,stagionalita, fase riproduttiva, sesBmldkowska at al. 1988;
Kolakowskaat al. 1994

Gli acidi grassi saturi sono rappresentati essknerste dall’acido
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palmitico (C16:0) ed in minor misura dall'acido mtrco (C14:0) le cui
guantith sommate costituiscono circa il 90% dedlASSatured fatty
acid).

L’acido stearico C18:0 é ben rappresentato soltanfmesci che vivono
in acque calde mentre € presente in piccole qaamtile altre specie. Gli
acidi grassi monoinsaturi (MUFA) sono dominati &alido oleico C18:1
seguito dall'acido palmitoleico (C16:1). Alcune sfe contengono
notevoli quantitd di acido gadoleico (20:1 n9) éolmco (22:1n11), si
tratta di pesci che si alimentano sopratutto depaoali.

Gli acidi grassi polinsaturi (PUFA) costituiscond gruppo piu
importante dei lipidi. Nei pesci di solito sonodiagrassi a lunga catena
con configurazionew3. Quantitativamente i piu rappresentati sono
I'acido eicosapentanoico 20:5 (n3) (EPA) e l'acidiocosaesadienoico
22:6 (n3) (DHA). Generalmente il DHA é piu abboreddel’EPA (da 2
a 3 volte) fanno, pero, eccezione molluschi e axsstdove la situazione
é inversa.

Piccole quantita (1-3%) di acido docosapentanoi@ob(®d3) (DPA)
possono trovarsi in filetti di diverse specie quatl esempio orate e

spigole .
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Gli acidi 18:3 (n3), 18:4(n3), e 20:4(n3) sono pappresentati nei pesci
d’acqua dolce, piccole tracce possono essere reatep@nche nelle altre
specie sopratutto se d’allevamento.

| polinsaturi ®6 sono normalmente meno abbondanti, fa eccezione
I'acido arachidonico. Quest’ultimo si ritrova préstatemente nei pesci
d’acqua di mare, che si alimentano con alghe madn®6 raggiungere

valori fino al 14%.

Lo spoilage nel pesce

| prodotti della pesca sono condiderati alimertaraente deperibili, il ph
neutro, il valore alto di,g@ e la presenza di enzimi autolitici li rendono
particolarmente suscettibili a rapidi processspiilage Hivertsvik M et
al. 2002.
Lo spoilage del pesce deriva da due ordini di fatto

+ chimici (reazione enzimatiche e ossidazione lig@jlic

4 microbiologici

In condizioni normali i microrganismi si localizaaresclusivamente a
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livello intestinale,sulla pelle e sulla branchievdasi nutrono di sostanze
presenti sulla superficie del pesce. La contamomezidelle masse
muscolari, di norma sterili, avviene o in seguitdaaerazioni cutanee
nelle operazioni di pesca e manipolazione o in ise@lla distruzione
della parete intestinale da parte degli anzimi stige
La popolazione microbica é costituita essenziatmela micorganismi
che vivono nelllambiente acquaticbigton 1980;Colby et al. 1993;Ashie
et al 1996; Gram & Huss, 199®ssia batteri psicotrofi Gram-, aerobi o
anaerobi facoltativi, quali ad esempio Pseudomoniigraxella,
Acinetobacter, Shewanella putrefaciens, Flavobagcter Cytophaga,
Vibrio, Photobacterium e Aeromonas.
Nel pesce fresco lo spoilage si attua attraverserse fasi I(iston,
1980:

1. alterazioni legate ai batteri normalmente presantpesce

2. formazione di aminoacidi e composti azotati

3. crescita selettiva di microrganismi (principalmeRseudomonas)

che induce deaminazione di aminoacidi
4. repressione nella produzione di proteinasi inddt#’azione di

Pseudomonas
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5. reperimento di aminoacidi quail substrato per lidrdoatterica
delle proteine
6. produzione di composti azotati ed AGV
7. produzione di composti solforici g8, CHSH) da parte di batteri
specifici.
Quando il livello di Q € esaurito i microrganismi utilizzano la TMAO
come accettore terminale di ionf ldhe permette la crescita in condizioni

di anaerobiosi e si forma la TMAs¢hie et al 1996

Il confezionamento in atmosfera protettiva

Il confezionamento in “atmosfera protettiva” rapg@eta indubbiamente
una delle tecniche piu interessanti nel settorepdedotti della pesca.
Come le altre tecniche, esprime al massimo laeflizacia se agisce su

un substrato in ottime condizioni microbiologicltearganolettiche.
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| gas nel confezionamento in atmosfera protettiva

Quando un alimento crudo fresco, come le carnpesice, vengono posti
in un involucro di plastica sufficientemente impeabile al vapore
acqueo ed agli scambi gassosi con |'esterno eipoogvede a sostituire
I'aria residua al suo interno con un’opportuna miacdi gas quali
anidride carbonica, ossigeno o azoto, nell’alimestannescano vari
processi:

La flora batterica piu tipicamente putrefattivaynimta per lo piu da
specie Gram negative aerobiBséudomonasspp, Alteromonasspp,
Vibrio spp, Shewanella spp) o0 aerobie-anaerobie facoltative
(enterobatteriacee) viene frenata nel suo svilymrola mancanza di O
o per la presenza di elevate concentrazioni diraladarbonica.

La condizione di anaerobiosi seleziona una micraf@ndenzialmente
anaerobia in cui spiccano soprattutto i batteritidiat(lattobacilli,
micrococchi, pediococchi, lattococchi e StafiloduyStenstrom, 1985).
Questi ultimi, per il loro metabolismo intrinse@smno in grado di frenare
ulteriormente lo sviluppo delle specie microbichal gipicamente

putrefattive grazie ad una serie di reazioni mdtabe D’altro canto, si
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creano condizioni ambientali favorevoli anche aladuppo di patogeni
guali Clostridiumspp.,Yersinia enterocoliticaListeria monocytogenes
Salmonellaspp. | possibili rischi di proliferazione di quesspecie
batteriche devono essere valutati alla luce ddgiifattori conosciuti (ad
es., valore di pH e diyadel substrato, temperatura di conservazione
dell’alimento, ecc.). Modificando la composizionesllhitmosfera a
ridosso delle carni, si favoriscono o frenano vaeigzioni chimiche che
possono incidere sulle caratteristiche organoledticdel prodotto

(fenomeni di lipossidazione dei grassi).

| gas

| gas che al momento vengono maggiormente impig@gatcondizionare

gli alimenti in atmosfera protettiva sono essemaaite tre:

& Ossigeno

&  Anidride carbonica

& Azoto
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Ossigeno

hY

L’ossigeno, che e un gas incolore ed inodore. Hssdasolubilita in
acqua (0.040 g/kg a 100 kPa e a 20° C). Vienezm#to quasi
esclusivamente per il confezionamento della caresch e di alcuni
pesci quali tonno e pesce spada, per fare in mddo W sia un
mantenimento prolungato del colore originario tt@mossigenazione
della mioglobina in ossimioglobina. In tali casigpera in percentual
superiori al 20%.

Eventualmente, I’ aggiunta di una quantita ridadit@ssigeno puo essere
effettuata per impedire la proliferazione dei hat@aerobi. Chiaramente
I ossigeno e responsabile di reazioni di ossidaibpidica per cui si
deve prestare attenzione nei casi in cui si open pesci (sgombri,
salmoni, tonni) grassi. Specificamente, gli agdassi polinsaturi sono
molto instabili per via dei doppi legami e a segudi ossidazione
originano radicali liberi che come € noto, attivaazioni a catena le
guali terminano con la produzione di aldeidi e ohethe conferiscono

sapore sgradevole.
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Anidride carbonica

L’ anidride carbonica € un gas incolore dal’odprengente ad elevate
concentrazioni. E I'unico dei tre gas che esplica vera e propria azione
antimicrobica, di tipo batteriostatico e/o battelé; a seconda della sua
concentrazione e della flora microbica su cui éawfsta ad agire. E
dimostrato che tale effetto antimicrobico:
- raggiunge il massimo quando la C€upera concentrazioni
del 40%, poi resta praticamente invariato
* & inversamente proporzionale alla temperatura di
conservazione del prodotto (piu e bassa, migliovaosla

penetrazione del gas nell'alimento e, quindi, é&fd battericida

che si ottiene).

| microrganismi non sono tutti ugualmente sensibdll'effetto
batteriostatico della COGran parte delle muffe, molti lieviti e i batteri
aerobi stretti sono molto sensibili e vengono rapidnte inattivati. |
batteri aerobi-anaerobi facoltativi (come ad esemgerobatteriacee) si
comportano in modo variabile a seconda della sp@ieine sono piu

sensibili di altre). Alcuni lieviti ed i batteri aerobi piu 0 meno stretti
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(lattobacilli, micrococchi, lattococchi, streptocb¢ stafilococchi,
Clostridium spp.) non vengono inibiti dall'anidride carboni@mzi la
condizione di anaerobiosi che si crea nella confezine favorisce lo
sviluppo (se la temperatura ambiente lo permette).

Dal punto di vista chimico- enzimatico I' anidridarbonica ha azione
acida che puo denaturare gli enzimi che possone adterazioni
organolettiche. La sua solubilitd (e quindi la caadi dare effetto
acido) e influenzata dalla temperatura: infatti gondizioni di
refrigerazione si hanno effetti migliorG{ll & Tan 1980; Ogrydziak &
Brown, 1982. Tali effetti, inoltre, si mantengono nel tempache dopo
I" apertura della confezione: la solubilita in aaga 0 °C ed 1 atm e di
3,38 g CQ/ Kg H,O,mentre a 20°C siu riduce a 1,73 g L&g H,O
(Knoche, 198D L’ anidride carbonica e solubile anche in lipatl altri
solventi organici.

Com’e noto I' anidride carbonica porta all’ acidifizione del prodotto in
seguito a tali reazioni:

H20 + CO2 => H2CO3

H2CO3 => H+ HCO3-

HCO3- => H+ + CO32
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Sono diversi i meccanismi attraverso i quali la ,d@bisce la
moltiplicazione battericaRarkin & Brown 1982; Daniels et al., 1985;
Dixon & Kell 1989;Farber,1991t

¥ Alterazione delle funzioni di membrana (assorbiroemttrienti)

¥ Inibizione o riduzione attivitd enzimatica

¥ Cambiamento pH intracellulare

¥ Variazione fisico-chimica delle proteine

Azoto

E un gas quasi del tutto inerte che non interagisme la sostanza
organica con cui viene in contatto. Inodore ed posa, non altera le
caratteristiche sensoriali degli alimenti. Vien#izgato essenzialmente a
fini commerciali per mantenere alla confezione uadgvole aspetto
rigonfio, evitando quel collabimento della bustae ch verifica sempre
guando si utilizzano elevate percentuali di aner@hrbonica (che in
buona parte si dissolve nel substrato, facendondima la pressione
all'interno della busta). E’ meno denso dell’aman infammabile ed é

poco solubile in acqua (0.018 g/Kg a 100 pKa e €0° L'azoto é
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scarsamente in grado di permeare i fiim e le pE#dic dunque

un’atmosfera ad elevato contenuto di azoto saréstalile nel tempo.
Un’importante caratteristica di tale gas e quell@gkrcitare un’ azione
inibitrice sugli enzimi proteolitici. Pare sia imaglo anche di avere effetti

positivi su alcune lipasi e decarbossilasi.

Gas | Solubilita Peso molecolargDensita | Calore Colore ogiva| N°
(g/mol) (kg/m3) | specifico bombola CEE
(J/mol K)
a25°C
CO2 | 0,870 44,01 1,81 37,75 Grigio chiaro E290
Ar 0,034 39,55 1,64 20.83 Amaranto E938
He 0,009 4,00 0,16 20,79 Marrone E939
N, 0,016 28,01 1,15 29,14 Nero E941
N20O | 0,665 44.01 1,82 38,64 Blu E94p
O, 0,031 3200 1,31 29,43 Bianco E948

Tab. 6 Principali caratteristiche tecniche dei pitfrequenti gas utilizzati nella conservazione degli
alimenti.
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| materiali di confezionamento piu adatti

| materiali comunemente utilizzati in questo tipd tdcnologie sono
pellicole e vaschette multistrati plastiche o nletzhte in quanto,
essendo flessibili, si adattano efficientemente @odotto da
confezionare. Le vaschette, in particolare, dovwaessere ricoperte da
un film plastico flessibile.

Come gia menzionato, il materiale usato per le Mi&Re essere ailta
barriera, con una permeabilita all'’ ossigeno e al vaporeacjua non
superiore a 5 cgm, 24h atm anche in intervalli di temperatura e di
tempo elevati. Dunque é importante sia la poraianateriali stessi che
le condizioni ambientali di temperatura, umiditdat@a e pressione
atmosferica.

Inoltre il materiale da confezionamento deve avessistenza alle
sollecitazioni meccaniche (stress e punture), apeheguanto riguarda le
chiusure che devono essere sempre ermetiche. Dwlgei essere
innocuo per il consumatore. Il rischio nel cas@éllicole trasparenti e
rappresentato dal fatto che sono attraversate ld@karendendo possibili

eventuali ossidazioni lipidiche.
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La resistenza del materiale deve essere inoltesasilla temperatura, nel
senso che la confezione non si deve accartoccrareaso di basse
temperature, né deformarsi in caso di alte temperad di microonde
(per i prodottiready-to-usala cuocere direttamente in forno a microonde
non si usano mai materiali a basso punto di fusguai PVC e suoi
poliaccoppiati). Si possono accoppiare, per un noaggeffetto
complessivo, materiali con effetti barriera diveiisi questo caso sono
importanti sia i materiali che formano la confeamia il loro spessore.

Il materiale da confezionamento, nel caso cheatii tdi una pellicola
trasparente, deve anche essere poco soggett@pdhaamento facendo
in modo che le goccioline si aggreghino tra loromfando gocce piu
grandi che non impediscono la diminuzione dellabiita del prodotto.
Tale caratteristica € dettntifog ed € importante per prodotti come I
insalata confezionata.

La permeabilita di un materiale ai gas e genericdeneausato da fessure
e microrotture, pori e capillari microscopici, laeuintermolecolari ed
intramolecolari. In particolare, gli ultimi due tigi fattori di permeabilita
sono scarsamente controllabili perché sono timdadhatura molecolare

del materiale stesso. Comunque tali spazi possseer@ piu 0 meno
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ampi a seconda della temperatura e quindi deliditdgdei legami.

Si considera che i gas permeano un materiale gaassorbimento o
dissoluzione, disciogliendosi nella matrice, diftue attraverso lo
spessore per gradiente di concentrazione, desantoneel evaporazione
In maniera inversa a quanto accade nell’ assorkionen

La permeabilita é influenzata da fattori legatiralteriale, alle condizioni
ambientali e da altri fattori tecnologici (Figg43-Per quanto concerne il
materiale, & importante la sua struttura atomicaiesuoi gruppi
funzionali (I' acqua permea piu facilmente materdhtati di sostituenti
idrofili), la densita e quindi lo spazio tra le raoble, la cristallinita (un
cristallo perfetto non lascia passare nessun tipogak), il peso
molecolare, la temperatura di transizione vetraba @oss- legami che
rendono la permeabilita piu difficile. E’ poi impgante I' umidita relativa
dell’ ambiente per i materiali ricchi di gruppi pol, la pressione gassosa
totale, la differenza di pressione parziale inteegeesterna (quindi il
gradiente del gas), nonché il tipo di gas. Ad esenmpateriali come
nylon ed etilene- alcol vinilico, che sono ad aliarriera, vengono
grandemente influenzati dall’ umidita relativa delinbiente in quanto

sono ricchi di sostituenti idrofili.
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Evoluzione dell'atmosfera in funzione della permeabilita
80
70 | Area permeabile = 0.06 m*
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S 60
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3 50 ——
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Fig. 3
Evoluzione dell'atmosfera in funzione della permeabilita
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Fig. 4

Si pud immaginare come vari la composizione gassogaa confezione
a seconda della maggiore permeabilita dei mateatedila costituiscono:

nelle due figure vengono rappresentati i cambiameéinatmosfera in
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funzione delle diverse permeabilita, a parita dessore, superficie,
volume del gas e sua composizione. Chiaramenteasel del materiale
pil permeabile, nello stesso intervallo di tempatnfiosfera varia
maggiormente.

Le materie plastiche piu comunemente usate hanaoparmmeabilita ai
gas ben definita attraverso esperimenti specifioi. particolare la
permeabilita all’ ossigeno in é&fm? 24h bar riferiti ad un campione di 25
um di spessore di materia plastica e piuttostoatdeper materiali quali
polietilene ad alta (LDPE) e bassa densita (HDPB)propilene (PP),
cloruro di polivinile (PVC) e polistirene (PS) ea@ lun range di 3500-
8000. E’ molto piu bassa invece per un copolimeretitene vinil alcol
(EVOH) con un valore di 1- 2, cosi come per poliadenaromatica
(MXD6), mentre invece il poliacrilonitrile (PAN) han valore di 7- 12. |
materiali piu utilizzati, tenendo conto delle variearatteristiche
relazionate ai costi, sono PE, PP, PS, PVC, PEPEE metallizzato,
PVDC, PA, EVA, e EVOH. In particolare quest’ ultim® realizzato
combinando le prestazioni dell’ alcol poliviniliathe offre un’ elevata
barriera ai gas ma poco all' acqua, e del polie¢ilehe invece garantisce

un’ ottima barriera all’ acqua (chiaramente e gduksi modulare le
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percentuali delle due componenti).

| materiali plastici possono essere combinatidra tramite coestrusione
oppure per accoppiamento con metallizzati, in mantale da poter
produrre materiali con il potere di barriera desadi@ || materiale che si
trova a contatto con I' alimento spesso ¢ il piéat o suoi copolimeri
per via del fatto che non da cessioni ed e facitméermosaldabile, ma
lo stesso polietilene ed etilene vinil acetato edeea basso potere di
barriera non possono mai essere utilizzati da sddl. esempio, e
frequente la coestrusione della seguente struttura:
poliolefine/adesivo/EVOH/adesivo/poliolefine. Leljotefine interne ed
esterne garantiscono la barriera all’ acqua melotrstrato centrale di
EVOH impediscono il passaggio di gas ed ossigeno.

Se consideriamo un campione dato da un film cossspe di 20
micron, con 1 m2 di superficie, nell’ arco di 24&epn 20 °C e con una
differenza di pressione di 1 bar, si ottengonayusati valori di barriera:

- 47% di etilene, 20% di RH = 3 - 4 cc di ossigeno;

- 44% di etilene, 20% di RH = 1 cc di ossigeno;

- 38-32% di etilene, 20% di RH = 0,4 — 0,6 cc diigeno;

- 27% di etilene, 20% di RH = 0,2 cc di ossigeno.

59



Sistemi di confezionamento innovativi degli aliment

Fig. 6

In questi ultimi anni il settore ittico si e saputeare un’immagine di
gualita e dinamismo: il consumatore richiede coredalita prolungata,

migliore igiene e garanzie di qualita, maggioretipita e varieta e, buon
ultimo, piu informazioni sui prodotti. Le ricadusal confezionamento
sono importanti e gli esperti delle aziende leadegnalano I'efficacia
dei processi sottovuoto o in atmosfera protettikel settore del

packaging dei prodotti ittici e non solo si € mdiwgorato per rispondere
alle aspettative del consumatore, innanzitutto upgindo materiali
sempre piu sottili, leggeri e resistenti, che petono dunque di offrire
tutte le necessarie garanzie di protezione e ceaz@ne e al contempo

di ridurre fortemente I'impatto sull’ambiente detlenfezioni (Figg. 5-6).
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Per il mondo dell'industria, il principale vantagge la conservabilita
prolungata che assicura la qualita dei prodotth& piu agevole gestione
degli ordinativi, in un segmento nel quale la ca@acli rispondere
tempestivamente alla domanda e d’importanza vitale.

Gli ulteriori sviluppi, affermano i marketer dellenultinazionali,
dipenderanno soprattutto dal posizionamento peitgeglalla grande
distribuzione, dalle modalita di commercializzazanvalorizzazione dei
marchi e dalla volonta di differenziazione rispe#td altri settori del
mercato alimentare. In aggiunta bisogna considereiie per la
produzione di materie plastiche viene utilizzattosb 4% del petrolio
immesso sul mercato e il loro riciclo per inceneno permette di
generare energia; gli alimenti pre-confezionatucioho in misura molto

rilevante gli sprechi rispetto a quelli sfusi.

“Steam cooking”

Una particolare tipologia del confezionamento in RI& rappresentata

dallo “Steam -cooking”.In essa una vaschetta adatta al microonde (Fig.
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7) é dotata di un cuscino di umidita (Fig. 8) pefficace cottura a vapore
di piatti pronti. L'inserto rigido € inumidito dpleparatore degli alimenti
durante il processo dimpacchettatura; in seguitdurante il
riscaldamento, il suddetto inserto rilascia l'utdidinecessaria alla
formazione del vapore.

L'apertura nel film regola la pressione duranterdcesso di cottura. La
pellicola e chiusa da un’etichetta autoadesiva, dive essereémossa
dal consumatore prima dell'inserimento nel micreond

Il nuovo sistema Steam-cooking e stato espressanssiitippato per il
confezionamento di piatti pronti. Pud essere imgieg per |l
confezionamento di prodotti ittici, carni avicoles@ne creando soluzioni
a valore aggiunto e sfruttando il potenziale discia del settore piatti
pronti. L'unico requisito per l'utilizzo sono i agivi utensili: il diffusore

di umidita e il dispositivo per la scanalaturaeti¢hettatura.

Fig. 7 Fig. 8
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“Skin-darfresh”

Per una vasta gamma di prodotti facilmente deperibil
confezionamento sottovuoto si e rivelato idealgopmoperché garantisce
la massima conservabilita e un’efficiente gestideke scorte.
Alcuni anni fa, in Gran Bretagna la collaborazidree un produttore di
carni di manzo, uno chef rinomato ed una societasélttore ha portato
allo sviluppo di una nuova confezione sottovuotaakiddetto Skin-
darfresh”.
Il materiale, scelto per garantire la massima cwadslita, € stato
abbinato ad una busta esterna di laminato stampzta, veicola
un'immagine di alta gamma. Sono stati adottatisgasolorati per
differenziare i tipi di carne, e un’esposizionetieale che ottimizza la
presentazione del prodotto e lo sfruttamento degli. La techica mostra
diversi vantaggi:

v’ ermeticita,

v’ apertura facilitata,

v presentazione verticale

v’ differenziazione dei marchi.
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Anche in Italia si e optato per tale sistema caibttivo di offrire ai
consumatori confezioni di vari formati, conferira prodotti una
presentazione comunque tradizionale e rassicurgmtelungare la
conservabilita nonché garantire la flessibilittaariassima automazione
delle linee di produzione.

Un ulteriore evoluzione del sistema skin darfresh Barfresh Double
Deck, un materiale rivoluzionario che coniuga i ben nahtaggi del
confezionamento sottovuoto con un film lidding spa®, con o senza
finestratura, che permette di fornire informazioai consumatore,
garantendo al contempo visibilita e protezionemtedotti (Figg. 9-10).
L’apertura facilitata permette di rimuovere entramblm con un solo
gesto. Per quanto riguarda i consumatori, il siat&arfresh Double
Decke pratico, moderno, fornisce esaurienti informazesi presta a un
uso pratico e agevole: la confezione viene apartarnsaggiore facilita
dei vassoi con film estensibile e 'ampia supeefistampata permette di

riunire utili informazioni sui prodotti.
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Quality index method (QIM)

Negli ultimi dieci anni l'analisi sensoriale e <statessenziale per
determinare la qualita della maggior parte dei ptidttici. (Macagnano
A., et al).

Le variazioni fisiche, chimiche, biochimiche e naibrologiche che
intervengono nel pesce nella fase post-mortem, sesonsabili di una
progressiva perdita in termini di qualita e gus#allel caratteristiche di

freschezza del pescédrtinsdaottir, 2003.
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Il deterioramento del pesce dipende fondamentakneal tempo e dalle
temperature di stoccaggio che determinano la nhckizione microbica
e linnesco dei fenomeni autolitici, nonché da nuwse altri fattori.
Questi cambiamenti sono apprezzabili in terminisseiali e possono
essere valutati attraverso la vista, il tatto fétb e il gusto.

Nel 1985 i ricercatori del Tasmanian Food Resebhtih propongono un
metodo descrittivo, veloce e semplice per deterraina qualita di
freschezza: il Quality Index Method (QIMBKemner, 198p Il QIM € un
metodo sistematico e affidabile per valutare ladihezza e la qualita del
pesce [yldig and Nielsen, 2004 Infatti € in grado di valutare quei
parametri sensoriali che cambiano significativameimt ogni specie
durante la loro degradazion®lafsdottir et al., 1997, Sveinsdottir et al,.
2003. Ad ogni attributo e assegnato un punteggio daetdo 3) il cui
valore e direttamente proporzionale alla sua imhaenel processo di
deterioramento della specie in esame.

Il valore minimo (0) rappresenta il miglior punteggorrispondente ad

un prodotto fresco.
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La somma dei punti assegnati ad ogni parametrandaunteggio totale,
il quale rappresenta l'indice di qualita al momeaéd’analisi.

I QIM é costruito in modo che i parametri siancefamente connessi
fra di loro ma anche in modo che ad ognuno di easisia attribuito un
peso eccessivo cosi da non shilanciare il risuftatbe.

In questo modo si stabilisce una relazione lindargualita di freschezza
espressa dal QIM e tempo di stoccaggio in ghiad@ieando il QIM e
applicato al prodotto fresco consente di prevedds¥rmine massimo di
stoccaggio.

Negli ultimi anni il quality index method e statdladtato ad un gran
numero di specie ittiche, tenendo conto anche gedlaita della loro
integrita (pesci interi, pesci sviscerati, filettquali ad esempio alici,
merluzzi, salmone etc..

QIM Eurofish ha pubblicato un manual®idrtinsdottir et al.,, 2001
tradotto in 11 lingue che contiene gli schemi Qlkr walutare dodici
specie di pesce ed informazioni sul loro correttiizao.

Il Quality Index Method viene utilizzato in ognits®e ittico, comprese

le navi officina, e nell’ispezione del pescdyldig and Nielsen, 2004
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Esso rappresenta una nuova e piu valida alterngteravalutare le
caratteristiche sensoriali di prodotti ittici frééanche perché richiede
una preparazione breve e semplice, € rapido, istruitivo e puo essere
utilizzato in ogni impianto di produzione, assiquia la qualita del

lavoro.Hyldig and Nielsen, 1997

MATERIALI E METODI

Materie prime, preparazione e confezionamento

Sono stati utilizzati, in tempi diversi, lotti dpigjole e orate (Fig. 12), del
peso medio di g 500, tutte provenienti da uno etedevamento off-
shore situato nel golfo di Pozzuoli (Fig. 11) etgobste ad un regime

alimentare noto e tale da consentire la rintraditiab
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| pesci, che non erano stati alimentati nelle 36 mecedenti la cattura,
sono stati uccisi in acqua e ghiaccio (Fig. 130(3050L) e trasportati,
nell'arco di alcune ore, in box di polistirolo (Fit4) sotto ghiaccio e con
automezzo refrigerato, presso un’industria di laz@mne di prodotti
ittici, dove sono stati desquamati, eviscerati nadmente, lavati in acqua

potabile e filettati meccanicamente (Figg. 15-16).
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Fig.17
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Alcuni filetti sono stati immediatamente confeziona MAP (CO, 70%,
N 25%, Q 5%) (MAP A) utilizzando vassoi di polistirolo cdiondo
forato e con pad assorbente incluso e un CryovBc2050 8 (Figg.17-

18).

Fig.18

| rimanenti campioni sono stati trasportati, semgwdo ghiaccio,in box
di polistirolo e con automezzo refrigerato, prelsssede della Sealed Air
di Passirana di Rho (MI), dove il mattino successisono stati
confezionati secondo le ulteriori seguenti modalita
1. sottovuoto (sistema DARFRESH) (DH), utilizzando ubase
rigida (RSCO3X25) e un film suoeriore Cryovac Desti TH 300

TOP WEB (Fig. 19).
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Fig.19

2. MAP (63% CQ, 22% N e 15% €), secondo il sistema Steam
Cooking (SC), che prevede il Cryovac Steam CocHiragy SCT
1621, contenente un pad assorbente al quale veragmionti 30
ml di acqua all’atto del confezionamento, e un @amMultiflex

EOP “M” Lid. (Fig. 20)
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Fig.20

3. MAP (63% CQ, 22% N e 15% €) (MAP B), impiegando un
vassoio rigido Cryova UBRT 1621, privo di pad absote, e un

Cryovac LID 2050 barriera anti-fog (Fig. 21)
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Subito dopo le confezioni di tutti i lotti sono w&drasportate a +3 °C, con
automezzo refrigarato, nella Sezione di Ispezioek Qipartimento di
Scienze Zootecniche e Ispezione degli alimentadeticolta’di Medicina
Veterinaria dell’Universita’ di Napoli “Federico’]Jldove sono giunte in
serata e sono state stoccate, alla stessa tenmpetatirigoriferi dotati di

termografo per tutta la durata degli esperimenti.
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Accertamenti

Ad ogni scadenza programmata, e precisamente 4P,28°, 8°, 12°, 14°,
16°, 18°, 22°, 24°, 26° giorno dalla pesca (carndpnti al 1°, 3°, 5°, 7°,
11°, 13°, 159 17°, 23° e 25° giorno dal confezimrdo) sono stati
effettuati controlli organolettici e la determinaze della composizione
in acidi grassi. Parallelamente sono stati efféttuaontrolli
microbiologici, fisico-chimici e reologici i cui sultati sono oggetto di
altri lavori (Tozzi et al. 2006, Murru et al. 2006 e Meomartino e
al.2009. In presenza di un numero maggiore di campiomosstati
effettuati anche ulteriori esami intermedi.

Valutazione dei caratteri organolettic.. Sono stati esaminati, attraverso
panel test di 5 soggetti e 'uso di schede di eane QIM per i filetti,
I'aspetto generale, il colore, I'odore, la consistedel prodotto nonché la
presenza e le caratteristiche dell' eventuale sousolare trasudato. Si
e proceduto altresi alla cottura dei filetti inrfora microonde e, qualora
ritenuto fattibile, alle prove di assaggio. | gizidsono I'espressione di un

panel test, costituito da almeno sei persone cegrpssa esperienza su
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prodotti della pesca, che hanno espresso separd@ma loro
valutazione sui vari parametri considerati.

Caratterizzazione del profilo acidico.l lipidi sono stati saponificati ed
estericati secondo la metodica riportata Relgolamento comunitario
796/2002 In particolare e stato determinato il fattoreridposta di ogni
componente mediante una miscela a composizione incaaidi grassi
(Supelco 37 comp. FAME mix 10 mg/ml in @EL,). Dal fattore di
normalizzazione, € stata calcolata la percentuatestta di ogni acido
grasso del campione. L’'analisi quantitativa e steflaitata seguendo la
procedura dettata dal metodo ufficialé&sagzzetta Ufficiale Delle
Comunita Europee, 199% applicando le modifiche di Contariei al
1997. Tutti i dati ottenuti sono stati statisticant@e correlati mediante
analisi della varianza utilizzando un intervallo @bnfidenza del 5%

(ANOVA).
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RISULTATI

Nella materia prima odore, consistenza, colorgpergasono stati sempre
tipici di un prodotto eccellente per qualita e ftfeszza. Nelle orate e
nelle spigole confezionate le caratteristiche sealsgono state giudicate
ineccepibili, per tutte le modalita di confezionam®e fino al 10° giorno
dalla cattura, anche fino al 12° per le tipologie SMAP.
Successivamente i filetti sono stati giudicati dapp accettabili e poi
non piu commercializzabili per la graduale compalissucco muscolare
trasudato, odore acidulo, modificazioni del col@gegiastro, giallastro)
in aree piu 0 meno ampie, diminuzione della coesix, patina viscosa
sulla superficie del filetto.

Il profilo acidico delle orate e delle spigole estrato nelle tabell@ e 8.
Gli acidi grassi maggiormente rappresentati sonati st’acido
palmitico(C16:0), l'acido miristico (C14:0), l'acd stearico (C18:0),
I'acido palmitoleico (16:1), I'acido oleico (C18:Iacido linoleico (18:2
®6), I'acido eicosapentanoico (EPA 2Qif3) e I'acido docosadienoico

(C22:6 ®3) ed il C22:5»3 che rappresentano gli acidi grassi
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caratteristici dell'orata o della spigola siano eesdi mare o di
allevamento.

| livelli di acido palmitico (espressi come medirgentuale sulla totalita
degli acidi grassi) sono stati in media del 18%Ipeapigole e 16% per le
orate. Questo rappresenta senza dubbio I'acids@naisi rappresentato
tra tutti quelli saturi: sono diversi, infatti,iferimenti bibliografici i quali
riportano che l'acido palmitico costituisce fino78 % degli acidi grassi
saturi totali. In generale gli acidi grassi sati@nno presentato valori
sempre inferiori al 30%. | livelli di acido oleig@18:1) nelle carni di
orate sono stati inorno al 16 % in entrambe leispec

Nonostante I'acido oleico si classifichi ,dunqueme il piu significativo
fra gli acidi grassi monoinsaturi, i valori appabopiuttosto bassi rispetto
alle media riportate per questa specie. Questonieno sembrerebbe
dovuto all'influenza stagionale: € vero, infattihec essendo stata la
sperimentazione protratta per un intero anno ilirde MUFA scendono
nel periodo invernale (Mahmut A.G. at al 2004, @rakis K at al 2002).
per il maggior fabbisogno energetico delle gonadilippo delle uova).
La somma complessiva dei MUFA appare in compenstosito alta per

un notevole contributo dato dal C20:1 e dal C2aitgndosi dunque a
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valori medi di 28,71% e 30% rispettivamente pesgaole e le orate. |
segni di un’alimentazione ricca di semi vegetdio(di soia e girasole) si
evincono chiaramente dagli elevati contenuti irdadinoleico (18:2w6)
che tende a rimanere inalterato a causa dellataidutivita nei pesci
allevati dell’ elongasi e e della desatura@wen et al.1975; Yamada et
al. 198Q. | valori riscontrati sono del 18% per le spigelel6% per le
orate. Gli acidi grassi polinsaturi risultano essegrarticolarmente
rappresentati nelle carni di pesce con livelli cossp fra 41-43% per
entrambe le specie. Ad assumere maggior rilievm sdivelli di DHA
(Figg.19-21) che oscillano da un minimo di 14,87if6 a 16,08 % per
le spigole e da 13% fino a 13,78 per lo oratevdlli di EPA (Figg. 18-
20) variano da 6,66% a 7,14% per le spigole e 8&%,a 6,32% per le
orate (Tab. 9-10). Il rapporto tra 3 edw 6 risulta nella media per pesci
di allevamento dato il notevole contributo degli 6 dalla dieta.
Dall’analisi statistica di tutti i dati non emergodifferenze significative
tra le varie tipologie di confezionamento che snastrano tutte in grado
di mantenere le caratteristiche nutrizionali tigicdi un prodotto di

gualita.
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Dar Fresh MAP A MAP B Steam Cooking

C14:.0 4,75/0,60 5,02/0,40 4,93/0,27 4,77/0,50
C15:0 0,33/0,17 0,41/0,03 0,42/0,04 0,40/0,07
C16:0 19,13/1,28 19,27/0,66 20,19/0,57 19,70/0,95
C17:0 0,53/0,27 0,59/0,08 0,54/0,18 0,77/0,18
C18:0 3,48/0,32 3,67/0,29 3,95/0,25 3,86/0,35
C20:0 0,23/0,46 0,13/0,07 0,10/0,06 0,15/0,05
C21:0 0,35/0,33 0,44/0,02 0,55/0,44 0,51/0,28
C22:0 0,16/0,21 0,21/0,32 0,13/0,06 0,08/0,08
Z SFA 28,95 29,22 30.26 30,24

Cl4:1 0,06/0,02 0,03/0,04 0,04/0,02 0,02/0,02
C16:1 6,08/0,86 7,25/0,24 5,95/0,33 5,87/0,47
Ci7:1 0,42/0,25 0,58/0,19 0,40/0,07 0,43/0,17
C18:1 16,58/1,23 16,79,0,44 17,25/1,35 18,34/3,40
C20:1 3,40/2,22 1,26/0,76 2,86/2,04 3,67/1,99
Cc22:1 1,07/0,37 0,93/0,52 1,31/0,47 1,28/0,15
c24:1 0,28/0,06 0,38/0,06 0,20/0,08 0,27/0,07
= MUEA 27.9 26,98 28,01 29.88
C18:2n6 17,71/1,02 17,53/0,93 17,97/0,64 17,31/1,04
C18:3n6 0,43/0,67 0,27/0,03 0,20/0,04 0,21/0,03
C 20:2n6 0,05/0,05 0,08/0,02 0,02/0,02 0,06/0,05
C20:3n6 0,05/0,01 0,07/0,03 0,11/0,19 0,04/0,02
C20:4n6 0,81/0,02 0,86/0,13 0,96/0,15 0,76/0,16
C 22:2n6 0,02/0,01 0,07/0,02 0,13/0,24 0,04/0,02
X insaturi n6 18,86 19,45 19,25 18,33
C18:3n3 0,35/0,69 0,29/0,74 0,26/0,23 0,21/0,12
C20:3n3 0,10/0,02 0,09/0,46 0,13/0,11 0,07/0,02
C 20:5n3 EPA 8/1,18 7,10/0,16 7,89/0,53 7,60/0,69
C 22:6n3 DHA 14,12/2,23 14,08/1,97 13,20/1,70 13,59/1,34
X insaturi n3 22,52 22,52 21,38 21,46

PUFA 41,47 423 40,72 39,88

EPA + DHA 22,12 21,76 21,09 21,18

03/06 1,2 1,16 1,11 1,17

Tab. 7 Profilo acidico dei filetti di spigola (Dicetrarchus Labrax)

80



Dar Fresh MAP A MAP B Steam Cooking

C14:0 5,32+0,55 5,72+0,41 5,89+0,36 5,67+0,27
C15:0 0,33+0,07 0,41+0,03 0,41+0,02 0,34+0,07
C16:0 17,82+1,14 18,27+0,66 17,53+2,65 17,46+1,61
C17:0 0,54+0,08 0,59+0,08 0,60+0,08 0,69+0,52
C18:0 3,71+0,29 3,67+0,29 3,59+0,31 4,09+1,50
C20:0 0,15+0,05 0,11+0,07 0,17+0,01 0,15+0,02
C21:0 0,06+0,04 0,04+0,01 0,03+0,02 0,03+0,01
C22:0 0,09+0,03 0,21+0,32 0,11+0,05 0,11+0,04
X SFA 28,03 29,02 28,32 28,51

Cl4:1 0,07+0,04 0,07+0,01 0,08+0,02 0,10+0,04
Ci16:1 7,08+0,54 7,25+0,24 7,49+0,26 7,21+0,50
Ci7:1 0,53+0,19 0,58+0,19 0,52+0,05 0,58+0,19
Cc18:1 16,92+1,20 16,79+0,44 17,95+0,99 16,95+1,58
C20:1 1,47+0,28 1,81+1,39 1,75%1,12 2,10+1,07
Cc22:1 1,16+0,50 0,93+0,52 1,17+0,11 1,13+0,10
c24:1 0,18+0,18 0,38+0,06 0,39+0,05 0,34+0,13
X MUFA 27,67 27,22 30,22 28,97
C18:2n6 18,16+0,42 18,38+0,93 18,08+0,89 17,82+0,96
C18:3n6 0,22+0,04 0,24+0,03 0,25+0,03 0,22+0,02
C 20:2n6 0,28+0,10 0,36+0,02 0,32+0,07 0,24+0,11
C20:3n6 0,07+0,05 0,07+0,03 0,11+0,03 0,09+0,02
C20:4n6 0,61+0,15 0,66+0,13 0,61+0,13 0,60+0,21
C 22:2n6 0,04+0,02 0,07+0,02 0,04+0,02 0,04+0,02
Yinsaturi n6 19,05 19,78 19,1 18,79
C18:3n3 0,84+0,67 0,83+0.74 0,77+0,05 0,64+0,66
C20:3n3 0,18+0,09 0,37+0,50 0,17+0,05 0,11+0,04
C 20:5n3 7,14+0,42 6,66+0,16 6,82+0,16 7,03+0,64
C 22:6n3 16,08+2, 14,90+1,97 14,87+0,85 15,73+1,80
Yinsaturi n3 24,73 23,42 23,21 23,51

PUFA 44,4 43,2 41,46 42,52

EPA + DHA 23,21 21,56 21,69 22,76

03/0b 1,30 1,19 1,22 1,25

Tab. 8 Profilo acidico dei filetti di orata (Sparusaurata)
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ORATA DARFRESH MAP A MAP B STEAM COOKING
C16:0 acido palmitico 17,82 18,27 17,53 17,54
C18:1 acido oleico 16,92 16,79 17,95 16,95
C18:2n6 acido linoleico 18,16 18,38 18,08 17,82
C 20:5n3 EPA 7,14 6,66 6,82 7,03
C 22:6n3 DHA 16,08 14,90 14,87 15,73
w3/wb 1,3 1,19 1,22 1,25
Tab. 9 Maggiori acidi grassi riscontrati nel profilo acidico dei filetti di orata
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SPIGOLA DARFRESH
C16:0 acido palmitico 19,13
C18:1 acido oleico 16,58

C18:2n6 acido linoleico 17,71

C 20:5n3 EPA 8
C 22:6n3 DHA 14,12
w3/w6 1,2

MAP A
18,27
16,79
18,38

6,66
14,90

1,16

MAP B
20,19
17,25
17,97
7,89
13,20

1,11

STEAM COOKING
19,70
18,34
17,31
7,60
13,59

1,17

Tab. 10 Maggiori acidi grassi riscontrati nel profio acidico dei filetti di spigola.
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Figg. 20-21 Andamento dell’ EPA (sopra) e del DHAsptto) nei filetti di
spigola durante lo stoccaggio nei diversi confeziamenti.
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CONSIDERAZIONI

Sebbene tutte le tipologie di confezionamento pussaenersi valide lo

SC si e mostrato piu idoneo al mantenimento deHeatteristiche

sensoriali maggiormente richieste dal consumatore.

La massiccia immissione sul mercato di prodottcdieacoltura, spigola
ed orata in particolare per il mercato italiano, t@mportato una
saturazione della domanda. La creazione di prodibiti preparati e

variamente confezionati, arricchiti di valore agda consente di
valorizzare I'allevamento di specie eccedentarie.

Il prolungamento della shelf-life permette inoltteottimizzare i criteri

logistici nelle varie fasi di produzione consententta gli altri vantaggi,

la riduzione e la centralizzazione dei rifiuti d geso dei materiali.

Le soluzioni innovative di packaging comportano ssguenti ricadute
positive in termini di immagine di qualita e di owazione per le aziende,
In quanto possono essere considerate come atpudigminare per la

definizione di marchi specifici, ai quali i prodoti tendono in modo

crescente. | prodotti preparati rappresentano enfima risposta alle
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esigenze del consumatore, che desidera consetaalpholungata,
migliore igiene e garanzie di qualita, maggioretipité d’'uso, maggiori
informazioni sui prodotti, agevolazione nell’idditazione di eventuali
marchi e soprattutto fidelizzazione del consumatoeg confronti di
prodotti di provenienza nota e/o con marchio speExif(brand
awareness). Questi sistemi di packaging si sovelati ottimi per il
mantenimento delle caratteristiche organolettichg anche per la
conservazione degli elementi nutrizionali che coat®no valore
aggiunto al prodotto come il contenuto in acidisgia 3 e® 6 che si e

mantenuto costante durante tutte le fasi di styioca
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2° INDAGINE SPERIMENTALE

CARATTERIZZAZIONE DEL PROFILO ACIDICO DI

CAMPIONI DI FORMAGGIO PECORINO “CARMASCIANO”

INTRODUZIONE

Il latte non puo essere solo considerato una fdnteutrienti essenziali,
ma grazie alla presenza di molecole bioattive, rassisempre piu
importanza quale alimento dotato di propriedatranutrizionali. Tra le
molecole bioattive fornite dal latte, gli antiosandi assumono un ruolo
fondamentale non solo a livellomerceologich ma soprattutto
“fisiologicd’, dal momento che numerosi studi hanno evidenziata
dipendenza di talune malattie da reazioni ossidatjaterosclerosi,
malattie neurodegenerative e tumori) e la postibitli rallentare il
decorso delle stesse mediante I'apporto dietetiaattbssidanti (Ghiselli
et al,1997).

Ai fini della valutazione della qualitantitrizionaleed extranutrizionale’

e della valorizzazione del latte d#ipi genetici autoctoni” (TGA)
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assume importanza notevole lo studio della compwezdegli acidi
grassi, e in particolare di quelli appartenentia aflerie degliw3.
Numerosi sono gli studi che evidenziano come lafitazione del TGA
sia un fattore determinante per il contenuto dirtadlecole bioattive nel
latte; di recente Cattaneo et al. (2001) hanno dimostrato che
un’alimentazione arricchita di oli di pesce compomon solo una
diminuizione della percentuale del grasso nel Igt66%vs 3,15%) ma
anche una variazione del profilo degli acidi grassi un incremento dei
polinsaturio3.

Particolare considerazione come molecole bioattharitano gli acidi
grassi a catena corta e media (C4+C10); in paaieoll'acido butirrico,
presente unicamente nel latte dei ruminanti, € wtergge agente
antineoplastico. Le proprieta anticancerogeneadailo butirrico possono
essere potenziate in sinergia con altri comporagitiatte, quali I'acido
retinoico Chen e Breitman, 1994

Di attuale importanza € un particolare gruppo diliagrassi denominati
CLA ( conjugated linoleic acidmiscela di 8 acidi grassi insaturi C18:2,
iIsomericis etransdell'acido linoleico coniugato, dal quale si digtiono

per la peculiare struttura a dieni coniugati).
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Tra questi ultimi riveste un ruolo importanté'a€ido bovinico o
rumenico” (isomero C18:is9, trans11), che rappresenta 1'80+90%
del CLA presente nel grasso del latte e il 75% ukllgp della carne;
'acido rumenico, a differenza degli altri isomeche hanno solo
un‘origine esogenaperata dai batteri ruminali, puo avere una deplic
origine: (a) endogenaa seguito della desaturazione dell'acido vacoenic
(C18:1 trans 11) a opera dell'enzima 9-desaturasi a livelloladel
ghiandola mammaria(b) esogena a seguito della bioidrogenazione
dell’acido linoleico (C18:Zis 9, cis 12), a opera dei batteri ruminali, in
particolare deButyrivibrio fibrisolvens

Il contenuto  di questo important@anticancerogeno naturaleé
influenzato dai seguenti fattoalimentaziongspecie razzae individuo

Da Kelly et al., (1998 stato dimostrato che i livelli di CLA tendono a
raddoppiare, fino a raggiungere valori di 10,9 mdy/grasso, nel latte di
animali alimentati al pascolo o comunque con foraggrdi, mentre
tendono a diminuire in seguito alla somministragiah concentrati o
foraggi affienati, in quanto sembra che la fienagialistrugga qualche

componente dell'erba responsabile della sin@smpani, 200D
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Studi analoghi, sono stati effettuati, anche, nsfiacie ovinaBanni et
al. (1996) hanno evidenziato linfluenza positiva del pascaal
contenuto in CLA nel latte ovindCabiddu et al., (2001)n uno studio
condotto su ovini alimentati al pascolo, hanno emmato che il tenore
medio in CLA tende ad aumentare secondo una pap@iita diretta
nel latte di pecore alimentate ctwlium rigidum in accordo con un
analogo studio condotto d@iman (1999nei bovini

Nell’ambito delle produzioni zootecniche e il latigino a contenere la
guantita piu elevata di CLA rispetto a quello mavie a quello caprino
(1,2 %vs0,7%vs0,6%).

Marcate differenze per il contenuto in CLA si riggo tra razze
sottoposte a selezione antropica e TGA/TGAA: a gsgm tipi genetici
autoctoni oviniGarfagninae Massesegroducono, rispetto al TGarda
un latte con un maggiore contenuto in CLA (1,97,8&7 g/100 g di
grasso, rispettivamentes 1,43 g/100 g di grasso).

Inoltre, differenze evidenti nel contenuto in CLAIratte sono state
rilevate, entro il tipo genetico, tfendividui’ sottoposti allo stesso regime
alimentare; cio dipenderebbe principalmente dainpmiismo del gene

codificante I'enzima\9 desaturasi.
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Il contenuto in CLA, oltre che dall'alimentaziong,influenzato dalla
stagione di produzioneP@rodi, 1977 e dall'eta dellanimaleLél e
Narayanan, 1984 in particolare, i predetti Autori hanno evidesin che
il tenore in CLA tende a aumentare durante I'estatoncomitanza con
la ripresa dell'allevamento al pascolo e con il gpedire dell'eta
dell'animale.

Accanto a sostanze “benefiche” nel latte possorserespresenti altri
dipendere oltre che dall’alimentazione anche dak&nologia di
lavorazione e/o di conservazione del latte e dei gerivati. Il contenuto
dei prodotti di ossidazione del colesterolo neinfaggi per esempio é
influenzato dalle modalita di conservazione del dptto e dalla
temperatura di lavorazione della caglia@xgnelli et al., 199% Anche
Fedele et al. (1999¢onfermano I'entita del danno ossidativo indoto d
guest'ultimo fattore, evidenziando che nei formaggpasta cotta,
rispetto a quelli a pasta cruda, il contenutd.-ttiocoferolo diminuisce a
favore di quello dei sottoprodotti. Tale risultgiotrebbe contribuire alla

valorizzazione di quei prodottiradizionali' ottenuti con diagrammi di
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lavorazione e/o di flusso che non prevedono italidamento della
cagliata, quale a esempio, il formaggio pecorinatitauda’.

La ‘Laticauda’, razza ovina distribuita nel teorib del Sannio antico, é
particolarmente interessante per la qualita daigitoche fornisce: latte,
carne e loro derivati. |l sistem#rddizionalé di allevamento, basato
sull'uso del pascolq influenza positivamente e significativamente il
contenuto di biomolecole che tendono a raddoppmei prodotti di
ovini alimentati al‘pascolo” . Per il pecorino dil'aticauda Sannitala

richiesta di DOP € in fase di istruttoria minisdei

Il formaggio pecorino Carmasciano

Il latte utilizzato per la produzione del pecori@armasciano deriva da
pecore provenienti da incroci tra razze laticaudig.(22), comisana e
sarda presenti sul territorio compreso tra la val'Ufita, la valle

d’Ansanto, la valle dell’Ofanto e I'altopiano debficoso nei comuni di

Guardia dei Lombardi e Rocca San Felice.
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Fig. 22

Il latte risente sia della ricchezza del pascotonq serpillo e
santoreggia, graminacee, lupinella, trifoglio), della Mefite fenomeno
di vulcanesimo minore, le cui emissioni sembra cimeidano
favorevolmente anche sulle caratteristiche orgdicie di questo
formaggio. Il latte della mungitura serale vienesciato sostare a
temperatura ambiente in attesa di essere miscelato quello della
mungitura mattutina. Il latte cosi miscelato erdilb viene passato in
caldaio o “cacco”. Mediamente vengono lavorati 40 latte al giorno,
con una resa che varia dal 16 al 22% , secondtatpose. Il latte in

caldaia viene portato ad una temperatura di ci8&8C4 ponendo la
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caldaia (Fig. 23) a diretto contatto col fuoco efyha da ardere, sorretta

da un asse di legno che la tiene ad una giust@andetdalla fiamma.

Raggiunta la temperatura di 45°C il riscaldamen&ne interrotto e si
procede all'aggiunta del caglio (Fig. 24). Il cagimpiegato € in pasta e
si ottiene dal contenuto (gemma) degli abomasi li@ggdi agnelli

lattanti.
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Fig. 24

La formazione della cagliata avviene dopo 15 nnicecdall’aggiunta del
caglio. Successivamente a questa fase si procdderatura della
cagliata con il “ruoto” (Fig. 25) (utensile di legncon la punta

arrotondata) fino alle dimensioni di un seme disnai
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Fig. 25

La cagliata cosi ottenuta viene lavorata sottoosimon le mani fino
allottenimento di un impasto compatto che viendrodotto nella
“fascedda” cestello in vimini (Figg. 26-27). Doptedtrazione della
cagliata matura e la lavorazione in “fascedda”ngig@accolto cid che
rimane sul fondo, il cosi detto “ peluso”. Tutt@® @he rimane, a questo
punto, € il siero che viene addizionato di latteder e riscaldato a 60°C,
per far affiorare la ricotta che viene estrattauad temperatura di 80°-
85°C. Dopo il prelievo della ricotta, il formaggio forma viene immerso
per circa 5 min nel siero caldo. Il formaggio cogenuto & rassodato e

pronto alle successive fasi di maturazione (Fig.28)
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Fig. 26

Fig. 27
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Fig. 28

A circa 24 ore il formaggio viene cosparso di sglesso, subendo una
salatura per aspersione che dura circa 5 giormmihata la salatura il
formaggio viene lavato con vino e “massaggiato”iarg alterni con
olio, vino ed aceto. Sulla crosta si cosparge duedlaere di peperoncino
per evitare 'attacco di insetti, che altrimentredzbero attratti dai forti
odori propri del pecorino. Tutta la stagionaturaadda un minimo di 3
mesi ad un massimo di 15 mesi, avviene su assgtiol in locali poco
luminosi e con un giusto rapporto temperatura/uididi Carmasciano
cosi ottenuto € un pecorino gradevolmente sapigac@nte, di odore

intenso e penetrante. La pasta, con rada occhjaulenera ed elastica
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nelle forme piu giovani e subisce un notevole aumeh consistenza
durante la stagionatura. La crosta, da un cologiigsano tenue, assume
gradualmente il tipico colore bruno e un aumentgplissore mentre al

suo interno la pasta e giallo paglierino (Fig.29).

Fig. 29

Anche il sapore, dolce e aromatico al termine dienipire mesi, diventa
decisamente piccante e caratteristico per le fordie maggiore
stagionatura che puo raggiungere anche i 15 nigsesb di una forma

varia da 1,5 a 5 Kg circa (Fig. 30).
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Fig. 30

OBIETTIVI

Lo scopo di questa indagine e stato caratterizdaren punto di vista
nutrizionale il Pecorino Carmasciano durante ilcesso di lavorazione e

stagionatura attraverso lo studio del profilo amdi

MATERIALI E METODI

Il latte, proveniente da un allevamento di 270 capnposto da differenti

razze ovine (razza laticauda e sarda) (Fig. 31t sutilizzato per la
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produzione di un lotto dpecorino Carmasciansecondo la tecnologia

tradizionale in uso nella zona di produzione.

Fig. 31

Terminata la lavorazione il prodotto formato postdiscelle di plastica
(Fig. 32) é stato mantenuto in ambiente contrallatdemperatura di
19°C , salato e a partire dal 3° mese di stagivsaatosparso di olio e

spazzolato ad intervalli di 20gg (Fig. 33).
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Fig. 33

Parallelamente al monitoraggio delle caratteristickensoriali e

all'andamento di alcuni parametri chimico-fisicirdate 'intero processo
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lavorativo dalla coagulazione alla salatura, firgli aultimi giorni di

stagionatura € stata analizzato il profilo acidido. particolare nei
campioni prelevati al 1°, all’'l17°, al 36°, al 47, 82°, al 117°, 147°,
175°, 201° e 229° giorno di stagionatura e di vpletati al laboratorio
di Ispezione dove e stata estratta la componemidida mediante
metodica di Hara Radin. Successivamente i camjpgiogiasso congelati
sono stati trasportati presso il Laboratorio de id¢tig, Inspeccion y
Control de Alimentos (LHICA) del Dipartimento di @uoica Analitica,
Nutricion y Bromatologia della Facolta di Veterimadell’Universita di
Santiago de Compostela per effettutare I'analisicdatenuto in acidi

grassi.
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Fig. 34 Formaggio Carmasciarmpo 17 giorni di stagionatura

% e T

U = e Pl .
Fig. 36 Formaggio Carmasciarmmpo 153 giorni di stagionatura
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Metilazione

Per I’ analisi del profilo acidico effettuate ingmo e stata impiegata una
transesterificazione con soluzione sulfurico:mel@aribl,SO,;:MeOH) al
2,5% Watts, J.L., J. Browse. 2002A 200 mg di grasso estratto sono
stati aggiunti 20 ml di soluzione cloroformio:medém 2:1 cosi da
ottenere una concentrazione di 10 mg/ml. Da qusdtazione sono stati
prelevati 10 ul e addizionati 10 pl di standarceind C:23 $igma, St
Louis, USA. Dopo aver portato a secco con gas azoto sotiagtaunti
500 pl di soluzione sulfurico:metanolo al 2,5% etilat per 1h in un

bagno d’acqua coperto ad una temperatura di 80°C.

Analisi gascromatografica

Gli esteri metilici degli acidi grassi cosi ottengbno stati analizzati
attraverso I'impiego di un gascromatografo Hewheickard 6890 Series
con colonna capillare DB-WAX (30 m x 0.25 mm i.d0&5 pum film
thick-ness) con rivelatore a fiamma d’idrogeno (FIDI volume

dell’iniezione e stato di 1ul. La temperatura deiéttore in modalita
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splitless é stata settata a 230°C mentre il deeed@50 °C. Il gas carrier
adoperato e stato 'idrogeno (H) con un flusso @ thl/m. Inoltre la
temperatura del forno € stata impostata a 60°C2parinuti, con un
incremento 50°C/min fino a 160°C per 2 min, corrémeenti successivi

di 1,5-2-3-4°C/min fino a 250°C.
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RISULTATI

Le percentuali degli acidi grassi e dei CLAs idecaii fino

allundicesimo mese di stagionatura sono di segutartate nelle tabelle

11-12:
0 1 2 3 4 5

"11:0 0,135912 0,16551 0,077644 0,069244 0,072974 0,044419
"12:0 6,114093 6,226757 5,266438 5,014679 5,156062 4,108752
"13:0 0,121698 0,118813 0,119276 0,114956 0,123679 0,10911
"14:0 13,69466 13,47328 15,24486 15,07971 15,36551 14,34402
"14:1(n-5) 0,327526 0,3212 0,336585 0,198104 0,3748 0,341335
"15:0 1,370121 1,353265 1,449681 1,466755 1,518317 1,459286
"15:1(n-5) 0,029437 0,042509 0 0 0 0
"16:0 31,3334 31,05822 30,50974 31,66435 27,73456 32,09174
"16:1(n-9) 0,335946 0,336782 0,324515 0,333429 0,352159 0,376604
"16:1(n-7) 1,31846 1,31217 1,333133 1,331147 1,403001 1,344265
"16:1 (n-13)t 0,754677 0,748794 0,715797 0,733947 0,764818 0,735588
"16:3(n-6) 0,182174 0,013822 0,035213 0 0,027147 0
"17:0 1,142547 1,146756 1,152336 1,197963 1,246173 1,192805
"17:1(n-9) 0,376969 0,373296 0,348535 0,212213 0,379961 0,393357
"18:0 10,32857 10,30373 10,22071 10,17837 10,64848 10,21148
"18:1(n-9) 0,013859 0,01236 0 0 0 0
"18:1(n-7) 1,450287 1,44549 2,563 2,738319 3,136954 2,811669
"18:2(n-6) 2,76429 2,765989 2,61616 2,572813 2,737183 2,617088
"18:3(n-3) 0,845015 0,8465 0,704072 0,731044 0,760991 0,796208
"9,11t18:2(n-7) 0,521458 0,543216 0,362581 0,362151 0,371417 0,387363
"20:0 0,527263 0,609198 0,452011 0,48893 0,502597 0,530357
"20:1(n-11) 0,148493 0,067742 0,148234 0,136426 0,037687 0,147843
"20:3(n-6) 0,188302 0,222639 0,071812 0 0,025 0
"20:4(n-6) 0,221351 0,2256 0,220531 0,211845 0,214576 0,212806
Tab. 11
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6 7 8 9 10 11
"11:0 0,078768 0,085268 0,0736344 0,0852931 0,073234 0,072515
"12:0 5078952 5,644603  4,91261 6,1533648 4,915081 4,908636
"13:0 0,145846 0,137638 0,1185556 0,1458439 0,106548 0,117872
"14:0 14,61127 16,45026 14,490006 18513218 14,36169 14,43319
"14:1(n-5) 0,36297 0,399001 0,3566636 0,4465863 0,354363 0,333175
"15:0 1,448056 1,626931 14414446 1,8262074 1,42476 1,432995
"15:1(n-5) 0,046219 0 0 0 0,024891 0
"16:0 20,82838 24,2301 32,220527 26,470714 32,01734 32,10963
"16:1(n-9) 0,45714 0,368706 0,3339945 0,4353085 0,314671 0,320582
"16:1(n-7) 1,345224 1482204 1,3295166 1,6694465 1,27537 1,284597
"16:1 (n-13)t  0,718066 0,821068 0,7168878 0,9153506 0,704309 0,711868
"16:3(n-6) 0 0 0 0 0 0
"17:0 1,186815 1,318982 1,1672607 1,4929385 1,168318 1,165141
"17:1(n-9) 0,409146 0,419441 0,3743552 0,5048465 0,397116 0,358823
"18:0 11,59117 11,22665 9,9487513 13,152798 10,19542 10,13816
"18:1(n-9) 0 0 0 0 23,07085 22,84624
"18:1(n-7) 2,623009 3,199752 2,8683232 1,5946506 2,898008 2,987271
"18:2(n-6) 2,660293 2,902759 2,6170964 3,3328895 2,416489  2,40612
"18:3(n-3) 0,75688 0,793057 0,7321266 0,9201795 0,699578 0,644283
"9,11t18:2(n7) 0,415257 0,469081 0,4152759 0,5208078 0,520599 0,532206
"20:0 0,499017 0,538386 0,4964988 0,6208929 0,508859 0,488214
"20:1(n-11)  0,095121 0,134557 0,0805375 0,1606338 0,115131 0,143163
"20:3(n-6) 0 0,023159 0 0,0223973 0,030123 0
"20:4(n-6) 0,214071 0,194821 0 0 0,185875 0,182901
Tab. 12
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"9,11t18:2(n-7)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Fig. 37 Grafico dell'andamento dell'acido rumenican percentuale totale degli acidi grassi
(asse x) durante la stagionatura (asse y)

= "18:2(n-6)
m"18:3(n-3)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Fig. 38 Grafico dell'andamento dell’acido linoleico(C 18:2 n6) in relazione all’acido linolenico
(C 18:3n3) in percentuale totale degli acidi gissi (asse x) durante la stagionatura (asse y)

108



100

90
80

70

60

@ Saturi
50 + ® Monoinsaturi

40 O Polinsaturi

30 +
20 +
10 ~

O i
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Fig. 39 Grafico della variazione in percentuale de&SFA, MUFA e PUFA (asse x) durante la
stagionatura (asse y)
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Fig. 40 Grafico dell'andamento in percentuale totke degli acidi grassi degle acidi grassi della
serie omega 3 e omega 6 (asse x) durante la stagitura (asse y)
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Fig. Grafico del’andamento in percentuale totale éi CLAs, C:9,11t18:2(n-7) + C:10t,12 18:2(n-
6) (asse x) durante la stagionatura (asse y)

Gli acidi grassi maggiormente rappresentati sonati st’acido

palmitico(C16:0), I'acido miristico (C14:0), I'acid stearico (C18:0) e
I'acido laurico (C12:0). Per quanto riguarda glidagrassi saturi (C 12:0
laurico C 14:0 miristico C 16:0 palmitico C 18:0eatico C 20:0
arachidico C 22:0 beenico C 24:0 lignocerico) lacpatuale totale si e
attestata intorno al 65% con pochissime variazilumante il processo di
maturazione. Tra gli acidi grassi monoinsaturi @11 5 miristoleico C

16:1 ® 7 palmitoleico C 18:1» 9 oleico C 20:1w 11 eicosaenoico C
22:1® 9 erucico) il piu rappresentativo € stato I'acfimitoleico con

una percentule che si e attestata intorno all’l,8¢.gruppo dei PUFA

una buona percentuale @di 3 e stata riscontrata ad inizio processo di
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stagionatura (2%) per poi subire una leggera fhegsa fine stagionatura
nell’'undicesimo mese. Il rapport®3: » 6 si € mostrato buono con valori
di acidi grassi della serie omega 6 che non hanaosoperato il 4,5%
duarante tutto il periodo di analisi. Per quangmarda i valori di CLA
(espressi come media percentuale sulla totalitdi degli grassi), essi
sono stati di circa 0,4-0,5%. Tali livelli conframit con studi analoghi
riportati in letteraturaAlonso et al., 1999; Gulati et al., 2000; Chilliard
et al., 2002 dimostrano insieme alle alte percentuali degidia® 3 un
elevato valore nutrizionale del prodotto. L’acidamenico € stato
riportato separatamente perche e il piu importa@itd in termini di
attivita anticancerogena. Infatti € l'unico isomemacorporato nella
frazione fosfolipidica dei tessuti, modula I'atté&videl citocromo P450,
riduce linduzione dell’ornitina decarbossilasi @ proteina chinasi C,
conosciuti come indicatori dell'insorgenza del tuemoe probabilmente
inibisce la biosintesi della proteina e del nudhbat La maggior quantita
di c-9, t-11-C18:2 presente in questo formaggio ms3ere dovuta
all'attivita della microflora contaminante il latt@VNerner S.A.et al,
Prandini A.et al)ed alla prolungata cottura della cagliata. Corpertato

da Lin et al, l'agitazione della cagliata durante la cottuazilita la
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formazione di CLA grazie all'incorporamento di arianigliorando
I'inizio dell'ossidazione dei lipidi e la produziendei radicali linoleici.
Comunque, l'interazione tra proteine e globuliglasso aumenta ed
attiva le proteine cedendo idrogeno per convertiaglicali acidi linoleici
in CLA. L’ aumento di acidi grassi saturi, mono @ipnsaturi a lunga
catena (C18:0, C18:1, C18:2, C18:3) determina udazione del
rapporto C16:0/(C18:1 +C18:2 + C18:3), confermaridomaggiore
influenza del pascolo sulla composizione del grakddatte. Durante la
stagionatura si € avuta un leggera diminuziond degli grassin-3 ma
un rapportan-6/m-3 molto importante ai fini nutrizionali. In condione

| risultati di questo studio hanno dimostrato chel riormaggio
“Carmasciano” si sono riscontrate discrete quamhit€LAs e un buon
rapporto ®-6/0-3 che non e variato durante tutto il processo di
stagionatura. Questi dati testimoniano I'ottima lgaanutrizionale del
formaggio pecorino “Carmasciano” e forniscono ugmento aggiuntivo
molto importante ai fini della sua “trasformazionéda produzione di

nicchia a prodotto con “denominazione di originetfatta” (DOP).

112



3° INDAGINE SPERIMENTALE

MESSA A PUNTO DI UN MICROMETODO RAPIDO PER LA

DETERMINAZIONE DEGLI ACIDI GRASSI IN LATTE E

FORMAGGIO

INTRODUZIONE

Negli ultimi anni la tendenza a modificare I'alimanione degli animali

con mangimi addizionati im 3 e I'attenzione sempre crescente verso la

composizione degli alimenti in acidi grassi ha ptwtalla necessita di
sviluppare metodi di analisi precisi e accurati meterminare la
concentrazione di acidi grassi come ad esempidigletla seriem 3 tra
cui l'acido linolenico, l'acido eicosapentaenoicoEPA) e il
docosaesaenoico (DHA) e del CLA. In particolaresdéparazione degli
isomeri del CLA e un’analisi molto complessa eicaitper calcolare le
concentrazioni di tutti gli isomerMinkler e Steinhart, 2001Obiettivo

di questo studio é stato quello di sviluppare upid@a e conveniente
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micro metodo per la determinazione quantitativdadebmposizione in

acidi grassi nel latte e nel formaggio.

MATERIALI E METODI

SVILUPPO DEL MICROMETODO PER IL LATTE: sono stati
analizzati campioni di latte vaccino proveniential@vamenti situati in
Galizia, regione a nord ovest della Spagna. | camppervenuti presso
il Laboratorio de Higiene, Inspeccion y Control Aiementos (LHICA)
del Dipartimento di Quimica Analitica, NutricibnBromatologia della
Facolta di Veterinaria dell’Universita di Santiage Compostela (USC)
situata nel Campus Universitario di Lugo, sonoi statogeinati secondo
le normeAOAC 925.20 per effettutare I'analisi del contenuto in acidi

grassi.
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Studio del metodo di metilazione

In una prima fase é stato studiato il metodo dila®bne migliore per le
analisi da effettuare. Per questo studio sono istatilati campioni di olio
di fegato di merluzzo, olio di mais e latte con dréferenti soluzioni di
metilazione e a tempi/temperature differenti:

a) BR/metanolo (14%) a 95°C per 10 miMdtcalfe and Schmitz, 1961
b) KOH/metanolo (2N) a temperatura ambiente peh 1Brank et col.,
2002

c) H,SOy/metanolo (2.5%) a 80°C per 1 owddtts and Browse, 202
Sono stati pesati 50 mg di olio in triplo e distiah 20 ml di soluzione
cloroformio/metanolo 2:1. Da questa soluzione sssig@amente sSono
stati prelevati 125l ed e stato aggiunto lo standard interno C2i§rfa,
St Louis, USA

Dopo aver portato a secco con azotg) (N stato aggiunto 1 ml di
soluzione BR/metanolo (14%), BO/metanolo (2.5%) e
KOH/metanolo (2N). Per i campioni di latte le candni del

micrometodo sono state: 10di latte + 2 ml dei tre solventi a-b-c.
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Sviluppo del micrometodo e ricerca delle migliavndizioni operative

Ad una aliquota sufficiente di latte sono stati iamshati 2 ml di
soluzione HSOJ/metanolo (2.5%). Questa soluzione e stata poi
conservata a 3-4°C a differenti tempi di estragid®ono stati analizzati
sia il tempo che la temperatura di metilazioneinmf stato aggiunto 1
ml di esano e centrifugato. Sono stati preleva@ &ticrolitri portato a
secco sotto un flusso di,Ne sciolto in esano per la loro iniezione al
gascromatografo.
Sono stati valutati gli effetti di differenti paraini:
a) Quantita del campione: 10, 50 ul e 100ul di latte.
b) Tempo di estrazione: i campioni sono stati terutima soluzione
H,SOy/metanolo (2.5%) per 1, 3, 12 e 24 ore.
c) Temperatura di metilazione: le soluzioni ottenuncs state
mantenute per un’ora a bagno a 40, 60 e 80°C.
d) Tempo di metilazione: le soluzioni sono state maumte per 30

min, 1, 2, 4,8 12, 14 €16 ore in un bagno a 60 °C
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Confronto tra il micrometodo e il metodo standard

Il metodo scelto per effettuare I'analisi compamg stato il metodo di
estrazione daligh EG e Dyer WJ (1959¢ la determinazione della
composizione di acidi grassi mediante GC, come ridesaei metodi
ufficiali AOCS (Ce 1b-89)Questo metodo da noi applicato nelle indagini
precedenti oggetto di questa tesi consiste in umdinpnare idrolisi
alcalina di grassi con una soluzione KOH / metarggguita da una

transmetilazione acida con una soluzione trifluomirboro/metanolo.

Analisi degli esteri metilici degli acidi grassi

Gli esteri metilici degli acidi grassi cosi ottengbno stati analizzati
attraverso l'impiego di un gascromatografo Hewheickard 6890 Series
con colonna capillare DB-WAX (30 m x 0.25 mm i.d0&5 pm film
thick-ness) con rivelatore a fiamma d’idrogeno (J-1ID contenuto degli
esteri metilici & stato determinato mediante aggiudi un'adeguata

guantita di standard C23:8ifma, St Louis, USA
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Analisi statistica

| cambiamenti nella composizione degli acidi grapsir gli effetti delle
modifiche dei parametri di estrazione e derivatzazae sono stati
statisticamente analizzati utilizzando l'analisilalearianza (ANOVA).
Le differenze sono state considerate significapee P <0,05. Le analisi
dei dati sono state effettuate utilizzando il peogma Stat grafica Plus

versione 5.0%AS Institute, North Carolina, Stati Uniti d’Amexic

SVILUPPO DEL MICROMETODO PER IL FORMAGGIO:
Campioni di formaggio “Tetilla”, un formaggio modm, cremoso,
prodotto in Galizia (Spagna Nord-Ovest) da lattevalcca, sono stati
prelevati da un supermercato, trasportati al laboain frigorifero e
conservati a 3-4 ° C per le analisi chimiche. Inpigone per le analisi e
stato prelevato dalla parte centrale del formagQigesta porzione e stata
omogeneizzata, quindi un’aliquota € stata racaaltdiversi tubi pirex
ed e stata aggiunta una soluzione acido solforie@nolo al 2,5%. I

tubo e stato chiuso e agitato vigorosamente pea dirin e conservato a
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3-4 ° C per diverse frazioni di tempo. L’aliquotstratta e stata

conservataa 60 ° C e 80 ° C in un bagno d'aceud 2-3-4 h.

Quantita di

Quantita di : . Tempo di Tempo di Temperatura di
. soluzione acido ) i o
campione : estrazione metilazione metilazione
solforico/metanolc o
(mg) (h) (h) (°C)
(ml)
10 7.5 1 1 60
50 15 12 2 80
100 30 24 3
45 4

Tab. 13 Parametri studiati nella messa a punto dehicrometodo

Analisi degli esteri metilici degli acidi grassi

Gli esteri metilici degli acidi grassi cosi ottengbno stati analizzati
attraverso I'impiego di un gascromatografo HewReaickard 6890 Series
con colonna capillare DB-WAX (30 m x 0.25 mm i.dO25 pm film
thick-ness) con rivelatore a flamma d’idrogeno (J-1ID contenuto degli
esteri metilici e stato determinato mediante aggiudi un'adeguata

guantita di standard C23:8ifma, St Louis, USA

119



Analisi statistica

| cambiamenti nella composizione degli acidi grapsir gli effetti delle
modifiche dei parametri di estrazione e derivazazae sono stati
statisticamente analizzati utilizzando l'analisilalearianza (ANOVA).
Le differenze sono state considerate significapee P <0,05. Le analisi
dei dati sono state effettuate utilizzando il pesgma Stat grafica Plus

versione 5.0%ASnstitute, North Carolina, Stati Uniti d'Ameriga

RISULTATI

MICROMETODO PER IL LATTE: Come si evince dal grafico la
metilazione con soluzione acido solforico / metarad 2,5% ha portato
a risultati migliori sia nello studio del profiloc@ico degli oli che per
I'estrazione diretta e metilazione degli acidi gra! latte. Nel caso del
latte, utilizzando questo metodo di metilaziones@no ottenuti risultati

simili se confrontati con la metilazione con ke significativamente
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migliori invece se confrontati ai valori di acidrassi utilizzando la

metilazione con KOH / metanolo.
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Fig. 41 Grafico della variazione quantitativa dei alori di acidi grassi (mg/100g) in campioni di
olio di mais dovuta all'utilizzo di differenti metodi di metilazione (verde: BR/metanolo
(14%),rosa: H2SO4/metanolo (2.5%) giallo: KOH/metaolo (2N))
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Fig. 42 Grafico della variazione quantitativa dei walori di acidi grassi (mg/100g) in campioni di
latte dovuta all'utilizzo di differenti metodi di m etilazione (gialllo: BFy/metanolo (14%),viola:
H2S0O4/metanolo (2.5%) giallo: KOH/metanolo (2N))

| risultati dello studio sulle diverse quantita dampione hanno

dimostrato che la quantita di campione miglioréadas1Qul.
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Fig. 43 Grafico della variazione quantitativa dei w@lori di acidi grassi (mg/100g) in campioni di
latte dovuta all'utilizzo di differenti quantita (m icrolt) di campione (azzurro: 10l , rosa: 50l
giallo: 100pul) dopo 12 ore di estrazione e metilati per 2 ore @0 °C.

La derivatizzazione migliore é risultata quella eétfiata a 60°C
considerando il fatto che utilizza una temperatuoemo aggressiva. Non
sono state osservate differenze significativearadrivatizzazione a 60°C
e 80°C. Notevoli differenze invece sono state asgernei valori di acidi

grassi quando la derivatizzazione ¢ stata effetaat0°C.
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Fig. 44 Grafico della variazione quantitativa deivalori di acidi grassi (mg/100g) in campioni di
latte dovuta all'utilizzo di differenti temperature di metilazione con acido solforico/metanolo al
2,5% durata 1 ora (viola: 60°C, verde: 80°C, giallo40°C).

Nello studio del tempo di metilazione e stato oss@r che la quantita di
acidi grassi recuperati € aumentata con un tempeadione maggiore di

2 ore. La stessa situazione si e verificata neflalis del tempo di

estrazione.
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Fig. 45 Grafico della variazione quantitativa dei walori di acidi grassi (mg/100g) in campioni di
latte dovuta ai diversi effetti del tempo di estramne dopo 1,3,12 e 24 ore in soluzione acido
solforico/metanolo al 2,5% a 3-4°C (blu: 1 ora di ®trazione, giallo: 3 ore, rosa: 12 ore ,verde: 24

ore).

| risultati di questo lavoro dimostrano che la ditandi campione, la

temperatura di derivatizzazione e tempi di estrazie derivatizzazione
sono importanti parametri per la determinaziondadebmposizione in

acidi grassi nel latte.

Dal confronto con il metodo standard che consistelbestrazione della

matrice grassa con meto@igh e Dyerseguita da idrolisi in soluzione

di KOH/metanolo e, infine, metilazione in soluziotieBFs/metanolo, si
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e visto che nel micrometodo studiato la quantitaaidi grassi estratti e

stata maggiore.
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Fig. 46 Confronto dei valori di alcuni acidi grassi (mg/100g) in campioni di latte tra il
micrometodo e il metodo standard (marrone: micromeddo, viola: metodo standard)

MICROMETODO PER IL FORMAGGIO: Il micrometodo messo a
punto e risultato adatto anche per la determinaziguantitativa degli

acidi grassi del formaggio. La quantita migliorerigultata 10 mg di

formaggio in 30 ml di acido solforico/metanolo gb%, tenuta per 12
ore a 3-4 ° C e le migliori condizioni di metilan® sono state: 2 ore in
un bagno d’acqua a 60°C. | risultati hanno indicet@ non ci sono
differenze statisticamente significative tra il nametodo e il metodo

standard.
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Fig. 47 Grafico della variazione quantitativa dei walori di acidi grassi (mg/100g) in campioni di
formaggio dovuta all'utilizzo di differenti quantit a (milligrammi) di campione dopo 12 ore di
estrazione e metilati per 2 ore a 60 °C.
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Fig. 49 Grafico della variazione quantitativa dei walori di acidi grassi (mg/100g) in campioni di
formaggio dovuta al tempo di estrazione (1-12-24h)in 30 ml di soluzione acido
solforico/metanolo al 2,5% e metilati per 2 ore a®°C.
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Fig. 48 Grafico della variazione quantitativa dei walori di acidi grassi (mg/100g) in campioni di
formaggio dovuta alla quantita (ml) di soluzione aitlo solforico/metanolo al 2,5%.

Considerato che la maggior parte dei metodi petréigione di acidi
grassi richiedono grandi quantita di solventi orgapericolosi e una
serie di passaggi lunghi, laboriosi e costosi quesicrometodo per la
determinazione della composizione di acidi grassl latte e nel
formaggio e la sua applicazione per la valutazideleprofilo acidico in
latte e prodotti lattiero caseari pud sicuramewk@a la sua rapidita,

semplicita e convenienza, risultare utile strumehtanalisi.
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