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Abstract

In recent years food safety and quality have becamencipal demand of the citizen, and the
determination of food authenticity and geographiogagin is now a crucial issue both for
consumer choice and for food authorities, as detremiesl by the promulgation of several laws
regarding food labeling, traceability and authetytid’roducts with any labels or indications are
perceived by consumers as high-quality food pragjufdr reasons that vary from specific
culinary or organoleptic qualities associated wittgional products, health safety, and
patriotism, to concern about animal welfare andirenmentally friendly production methods.
This allows producers to obtain market recognitima premium, and many suffer from piracy
of their brands. In this contest, the analyticahantication of what is declared on labels is of
fundamental importance to assure producers agiistompetition and consumers against
harmful fraudulent practices.

In this work three food sectors of relevant impactEuropean economy are examined: Italian
wine, fruit juices and milk from organic agriculeurAll these sectors are examined in relation to
European regulation, market features and analytaab for their authentication described in
literature.The experimental part describes innovative mettiodthe authenticity assessment of
these food matrices. Biogenic amines fingerprintiage been used for Italian red wines and
fruit juices, while *C/**C isotopic ratio for milk from organic agriculture.

The results, after being processed by chemometdkniques, are quite encouraging, in fact
biogenic amines succeeded in discriminating Italedhwines for retail price segment and grape
variety, while fruit juices for species of origiithis is the first research conducted on the
presence of these natural contaminants in fruiegliand its data had proven to be useful both
toxicological and authentication points of view.eTanalysis were conducted with an improved
chromatographic method that allowed to shortenyaisalttime and save chemicals. Also the
results obtained from the analysis '8€/*“C isotopic ratio of milk allowed to differentiate t
conventional milk from organic milk, demonstratitm be a reliable marker for this kind of
production verification.

The studies hereby described highlight the impeganf pursuing greater importance and
diffusion of analytical controls in food authentica, by official institutions and private firms,
as a powerful tool to avoid counterfeiting in fopbducts, to enhance consumer trust and for

commercial valorization of peculiar food produatkaracteristics.

Keywords: Authenticity, food quality, fruit juices, wine,idgenic amines, isotopic ratio,

organic milk






Introduzione

Le frodi e le adulterazioni dei prodotti alimentaono pratiche comuni fin dai tempi
antichi. Le piu frequenti risultano essere l'aggéurdi ingredienti di basso valore
economico a prodotti costosi, per esempio I'acquana o il gesso alla farina. Un'altra
comune adulterazione € la pratica di camuffareaitivo aspetto o sapore di un cibo
avariato, con aggiunta ad esempio di coloranti omatizzanti. Questi inganni

rudimentali venivano facilmente scoperti da un rdatieesame ad occhio nudo o con
strumenti di base (come lenti ad ingrandimento orasicopi), che rappresentarono i
primi strumenti analitici per rilevare le sofistmani alimentari. Nel corso dei secoli le
pratiche di adulterazione sono state perfezionaten® diventate piu sofisticate, in un
continuo rincorrersi con I'avanzamento delle tebri@nalitiche a disposizione degli

organi di controllo.

Attualmente lautenticita di un prodotto agroalineme, la sua qualita e la sua
tracciabilitd stanno emergendo come un valore itapte non solo per i consumatori,
ma anche per gli agricoltori, i rivenditori e letatita amministrative. Nell’era della
globalizzazione anche gli alimenti sulle nostreotavhanno origine in Paesi esteri, a
costi piu bassi ma con piu bassi standard qualitatidi sicurezza. Gli avanzamenti
tecnologici della produzione agricola con la predwmnza di coltivazioni ed
allevamenti di tipo intensivo hanno da una latorententato la produzione ma nel
contempo hanno generato la scomparsa del picciivatore e un aumento dei costi
ambientali.

La crescente complessita della filiera agroalimentéatta di molteplici attori, spesso
sparsi nell'intero globo, ha generato nel consumeatbffidenza e smarrimento nelle
scelte da operare in un campo cosi delicato conpeolaria alimentazione. Inoltre, le
emergenze alimentari degli anni '90 (Encefalop&@ongiforme Bovina, polli alla
diossina, adulterazione Brunello di Montalcino eteon hanno che confermato la
diffidenza della opinione pubblica, rendendo prassae non piu ignorabile, la
domanda di maggiore trasparenza delle informazogii alimenti presenti sul mercato.

La sensibilitd del consumatore e di pari passo atmtee con il crescere delle



informazioni a disposizione su una corretta aliraeione e sui benefici di questa sulla
salute, sensibilita che si & allargata anche a ttelnea collaterali al solo aspetto
nutrizionale e della sicurezza del prodotto alimemtma anche allimpatto ambientale
della loro produzione, al benessere degli animakltevamento.

Il risultato della crescente domanda di informaziénstato un nuovo sistema di
etichettatura e il proliferare di moltissimi marathe attestano altrettanti requisiti di
garanzia di qualitd. Risulta evidente come a segddél vantaggio competitivo sul
mercato derivante da questi marchi derivi la pakisibdi frodi o adulterazioni, ed
emerge quindi come evidente la necessita di condittila verificarne la correttezza.

Le sfide analitiche per l'autenticazione dei pradatimentari sono quindi molteplici
data la complessita della materia e della necesdsiteerifiche non solo sul prodotto
finito ma anche lungo tutta la filiera, che nel @adei prodotti di origine animale

coincide con una catena alimentare, al fine diiktatla natura esatta del prodotto.

Una vasta gamma di tecniche strumentali sono stgtiegate nella verifica della
autenticitd di molteplici matrici alimentari e melhanno riportato un significativo
successo in applicazioni specifiche. | prodottim&ntari con qualche marchio di
garanzia di qualita sono in ascesa sul mercatoestguende urgente il bisogno di
metodi analitici veloci ed accurati adatti ad esssplicati all’autenticazione. Ad oggi,
lo sviluppo di questo tipo di metodi e lontano @msere al livello richiesto dalla

importanza economica e sociale di questo tema.

Lo scopo del mio percorso di dottorato di ricercgtato quindi quello di individuare le
problematiche di maggiore rilevanza in quest’amlpker caratteristiche del mercato, di
importanza per il territorio, delle potenzialitasliluppo o della complessita della sfida
analitica, per poi procedere alla pianificaziondtinuzzazione e realizzazione di
ricerche su specifiche matrici e attraverso difiiréecniche analitiche, derivandone
cosi dati sperimentali sulle loro potenzialita aggiive in termini di affidabilita,
semplicita e costi di utilizzo. | comparti studiatino quelli del vino rosso italiano, dei
succhi di frutta e del latte alimentare da agrig@ltbiologica.

Nel primo capitolo si presenta il quadro giurididella autenticita e della qualita dei
prodotti alimentari e piu in specifico della noriwat legata ai tre settori analizzati,

mentre nel secondo ne si delinea una panoramicdatieeconomici, al fine di fornire



un quadro delle caratteristiche del mercato e defiportanza economica come
prospettive di sviluppo di queste tematiche e ddbs considerati.

Nel terzo capitolo si descrivono invece le tecniahalitiche, sino ad ora esplorate, per
la verifica della autenticita e qualita dei prod@timentari presi in esame, per poi

affrontare nei capitoli successivi i casi studifv@itati sperimentalmente, quali:

v' La potenzialita del profilo delle ammine biogeneme marker per la verifica
della origine e delle caratteristiche di produziahevini rossi italiani e per la

verifica della materia prima usata nella produzidnsucchi di frutta.

v La verifica della autenticita di un processo praéigtat quale la produzione del
latte alimentare da agricoltura biologica, per ulatp si € voluto usare una
tecnica strumentale innovativa e gia rivelatasilugva in molte problematiche
relative alla autenticita dei prodotti alimentadale la spettrometria di massa a

rapporto isotopico.

| lavori sperimentali condotti durante il triennitb dottorato hanno originato 3 diversi
manoscritti pubblicati, o in corso di pubblicazione riviste scientifiche internazionali,
guesta tesi rappresenta quindi una loro estensi@uiatta con un approccio

maggiormente illustrativo.






CAPITOLO 1
QUADRO NORMATIVO






1.1.Qualita, autenticita, e tracciabilitd: aspettigenerali

Autenticita e tracciabilita sono termini ormai exirnel linguaggio corrente sia del
consumatore, considerati caratteristiche fondantieatagaranzia della qualita di un
alimento, sia del legislatore rispetto alla sicaeezungo la catena alimentare dalla
produzione alla vendita, dalla origine al puntoditay “dalla fattoria alla tavola”, come
espresso in molti documenti dell’Unione Europea.

Il significato di qualita di un alimento nella setd attuale si & evoluto dalla
soddisfazione di requisiti che vengono ora ritemprescindibili, perché garantiti da
una autorita pubblica, come quelli igienico-samitale indicazioni in etichetta, verso la
ricerca della soddisfazioni di altri bisogni piuggettivi, legati alle piu disparate
esigenze individuali, quali principi etici, tendenzdella moda, preferenze per
determinati territori o regioni, concetti che sges®n sono in nessun modo collegati
alle qualita intrinseche del prodotto.

Sono proprio queste caratteristiche estrinseche pidedotti alimentari che oggi
contribuiscono maggiormente ad attribuire il valéireale al prodotto, sia in termini
economici sia di visibilita sul mercato.

L’autenticita di un alimento, che é parte dellactiabilita alimentare, consiste nella
identificazione dei suoi componenti per verificeaeconformita con la sua etichettatura
per evitare frodi economiche (Rodriguez- Ramireal e2011).

La tracciabilita & definita nel regolamento eurofp&8/2002, entrato in vigore all'inizio
del 2005, come la capacita di tracciare e seguiraliimento, un mangime, o un animale
da allevamento o un ingrediente di una alimentoundnangime, attraverso tutti le fasi
della produzione, della trasformazione e dellaritiszione.

La verifica della autenticita dei prodotti alimemta importante per l'etichettatura e
'accertamento del valore al fine di evitare unanpetizione sleale sul mercato e
assicurare il consumatore e i produttori contrdigina fraudolente che sono comuni
nella filiera alimentare.

Inoltre, le pratiche commerciali sleali nei prodagtimentari possono essere anche
dannose per la salute come ad esempio quandodajata presenza di contaminanti o
allergeni non dichiarati. Le crisi alimentari degfini novanta in Europa (Encefalopatia
spongiforme bovina, Diossina) e in Cina (melamminky globalizzazione del

commercio dei prodotti agroalimentari hanno reso pm rimandabile la risposta alla



necessita di una corretta e chiara certificaziosgli calimenti, dei mangimi e dei loro
ingredienti per ragioni sia economiche che di ajutbblica. Dall’'altra parte, sempre
un maggior numero di consumatori mostra interesse ppodotti alimentari di alta
qualita caratterizzati da proprieta e da un tipprdduzione garantite.

Per avere una panoramica sul quadro legislativaustta da queste emergenze a
salvaguardia del settore alimentare in Europa @wbbiiniziare dal Libro Verde del
1997 dellUnione Europea e dal Libro Bianco sullacugezza Alimentare del
10/02/2000 in cui si delineano i capisaldi dell@agzfuture quali:

e creazione di un'Autorita Alimentare Europea autobap con alto valore
scientifico e alto grado di trasparenza, incarichtalaborare pareri scientifici in
completa autonomia su tutti gli aspetti inerenta alicurezza alimentare, alla
gestione di sistemi di allarme rapido e alla cornanione con i consumatori;

e sviluppo di un nuovo quadro normativo che copraatla filiera dei prodotti
alimentari, "dalla fattoria alla tavola", con la pdipazione del principio di
precauzione alla gestione dei rischi;

« sistemi di controllo piu armonizzati e integratiizello nazionale ed europeo a
tutti i livelli della catena alimentare;

* un dialogo continuo e transnazionale con i consarnatle altre parti coinvolte,

con particolare attenzione sulle norme di etichetta

La vera svolta nella normativa alimentare eurogehasperd con I'emanazione del
regolamento 178 del 28 gennaio 2002 che istitdidagorita europea per la Sicurezza
Alimentare (European Food Safety Authority, EF®A9he disciplina tutte le fasi della
produzione alimentare, applicandosi anche ai mangiefinendo i principi e i requisiti
generali della legislazione nonché le procedursiairezza alimentare. Il regolamento
178/2002 ha come obbiettivi generali (articolo 5):

» livello elevato di tutela della vita e della salut@ana,

e tutela degli interessi dei consumatori;

» pratiche leali nel commercio alimentare;

» tutela della salute degli animali;

» salute vegetale ed ambientale.



Si introduce inoltre il concetto diintracciabilita definita come la possibilita di
ricostruire il percorso di un alimento, di una sogla destinata agli alimenti, mangime,
di un animale destinato all’alimentazione, attraeertutte le fasi di produzione
trasformazione e distribuzione (articolo 3 comm3g, Idhe viene garantita da una
adeguata etichettatura di tutti gli alimenti o i ngeni immessi sul mercato della
Comunita Europea, mediante documentazione o infronepertinenti (articolo 18).
Altro passo importante e stata 'adozione da pdetea Commissione UE del cosiddetto
“pacchetto qualita” dei prodotti agricoli le cui sure sono volte a garantire la qualita
dei prodotti agricoli e alimentari ai consumatotireprezzo equo agli agricoltori. Esso e
costituito da:

una proposta di regolamento sulla qualita dei @itodagricoli (COM(2010)733)
approvata definitivamente il 21 novembre 2012,ragblamento CE 2012 n. 1151) che
si propone, in particolare, di adottare una procgddi registrazione comune,
semplificata e abbreviata, per le indicazioni gafighe e le specialita tradizionali,
nonché disposizioni piu chiare sulle relazioniifraarchi commerciali e le indicazioni
geografiche, sul ruolo delle associazioni richiggesulla definizione di "specialita
tradizionale garantita"(STG) e sulle informazioni eonsumatori relative alle
“indicazioni facoltative di qualita”.

Una proposta di regolamen@0M(2010)738 recante modifica del regolamento (GE)
1234/2007 relativo alle norme di commercializzaeiosche € volta a semplificarne
l'assetto normativo e ad estendere I'obbligo dditazione in etichetta del luogo di
produzione, in funzione delle specificita di ciascettore agricolo. La Commissione
propone inoltre di estendere le disposizioni setliarelative all'indicazione del luogo di
produzione, tenendo conto delle specificita di aias settore e delle esigenze dei
consumatori in materia di trasparenza. Uno dei ipgettori presi in esame sara il
settore lattiero-caseario.

-orientamenti sulle buone pratiche applicabili igtesni di certificazione volontaria dei
prodotti agricoli ed alimentari (pubblicati nellaagzetta ufficiale UE del 16 dicembre
2010, serie L, n. 341) volti ad evidenziare i noglimetodi, nell’'ambito delle centinaia
di sistemi di certificazione volontari sviluppatieel corso dell'ultimo decennio. Gli

orientamenti si applicano ai regimi facoltativiadirtificazione che riguardano:



0 i prodotti agricoli, destinati o meno al consumoamn (compresa l'alimentazione
animale).

o0 prodotti alimentari di cui all'articolo 2 del regohento (CE) n. 178/2002 (prodotti
trasformati, parzialmente trasformati o non trasiati, destinato ad essere ingerito
da esseri umani, bevande, gomme da masticare, acmprporata negli alimenti nel
corso della loro produzione, preparazione o tragtan);

0 processi e sistemi di gestione connessi alla piodaze alla trasformazione di
prodotti agricoli e alimentari.

o l'etichettatura dei prodotti alimentari che utibBz come ingredienti prodotti a
denominazione di origine protetta (DOP) o a indi@ag geografica protetta (IGP),
la cui applicazione e volontaria. In particolaretdammissione focalizza la propria
attenzione su due aspetti: 1) le condizioni pergiego di denominazioni registrate
come DOP o IGP nell'etichettatura, nella preseatezie nella pubblicita dei
prodotti alimentari che contengono come ingredigmbdotti protetti da queste
denominazioni; 2) le buone pratiche atte a garamtie le denominazioni registrate
di prodotti DOP o IGP utilizzati come ingredientigtodotti alimentari, non siano
usate in modo improprio, tale da compromettereefautazione del prodotto che
beneficia di queste denominazioni, o da indurreoihsumatore in errore circa la

composizione del prodotto.

1.2. Etichettatura

Parola chiave della normativa atta a garantirealsparenza e le corrette informazioni al
consumatore € quindi “etichettatura”, che ha conmpa principale quello di fornire al
consumatore le indicazioni necessarie ad operaee soelta consapevole nei suoi
acquisti, ma che deve essere regolamentata ancmepessere un ostacolo alla libera
circolazione delle merci.

Nel 1979, la direttiva europea 79/112/EEC introdussntrolli a livello europeo sulla
etichettatura alimentare. Nel 2000, questa direttyv stata sostituita nella direttiva
2000/13/EC che si concentra sulla prevenziongrdiiche fraudolente o ingannevoli e
sulle adulterazioni alimentari. In questa direttsiaichiede che ogni alimento presenti

una etichetta dettagliata e uniformata che includa:



denominazione di vendita;
« elenco degli ingredienti costituito dalla loro erenazione in ordine decrescente
di peso e dall'indicazione del loro nome specifico;
+ la quantita netta;
+ il termine minimo di conservazione;
« condizioni particolari di conservazione e di ubzione;
« il nome o la ragione sociale e l'indirizzo del fabante o di un venditore dei un
paese della Comunita Europea;.
« il luogo di origine o di provenienza, qualora I'asione di tale indicazione
possa indurre in errore il consumatore;
+ le istruzioni per I'uso devono essere indicate imdmtale da consentire un uso
appropriato del prodotto alimentare;
+ l'indicazione del titolo alcolometrico volumico ettivo.
per venire incontro alle problematiche connesseoasumo di determinati prodotti &
stata emanata nel 2003 la direttiva 2003/89/ECitegra la 2000/13 nell’'obbligo di
indicazione degli allergeni e B0/496/CEE sulla etichettatura nutrizionale deidoitt
alimentari
Ultima normativa sulla etichettatura € il recerggolamento 1169/2011 che é entrato in
vigore il 13 dicembre 2011 ed armonizza la legislaz sulla etichettatura alimentare,
I'articolo 53 del nuovo regolamento, a decorreré Iadicembre 2014, abroga, oltre
che le direttive generali sull’etichettatura (dinet 2000/13/CE) e sull’etichettatura
nutrizionale (direttiva 90/496/CEE), altre quatttwettive (87/250/CEE, 1999/10/CE,
2002/67/CE, 2008/5/CE) ed il regolamento 608/20&4/
Quanto ai profili di merito, il nuovo regolamenta Bpostato il centro dell’attenzione
dall’etichettatura in sé considerata al piu gemer@ma dell'informazione e della
comunicazione, quali strumenti per garantire alscomatoreun ruolo attivo nelle
decisioni e nelle scelte di acquisto e di consu@uoesta disciplina si propone come
componente essenziale della pit ampia legislaziotema di concorrenza, regolazione
del mercato, protezione dalle frodi e dalle cofézbni, ma nel medesimo tempo
costituisce elemento centrale nel processo intdsasaicurare la qualita e la sicurezza
degli alimenti, in linea con le disposizioni deiti@olo 14 del regolamento 178/2002 in

tema di “Requisiti di sicurezza degli alimenti” elldarticolo 17 in tema di “Obblighi”



(rectius: competenze e responsabilita) delle aatgubbliche e degli operatori del
settore alimentare.

Rimane aperto il problema della etichettatura delfeggine che ad oggi rimane
obbligatoria in UE solo per carni bovine ed avicodeseguito delle ben note crisi
alimentari, per i prodotti ortofrutticoli freschper il pesce,il miele e I'olio di oliva.
L’indicazione della origine invece & uno strumedidrasparenza per il consumatore al
fine di operare scelte consapevoli e magari attuareeonsumo critico privilegiando
Paesi con alti standard di sicurezza alimentar#tidimani e ambientali (da uno studio
di Eurobarometro 2013 piu del 60% degli europeisitera I'origine importante nei
propri acquisti alimentari), e per gli agricoltocome valorizzazione del loro lavoro e
delle materie prime usate.

Lo scoglio per la diffusione della etichettaturaodigine obbligatoria a tutti i prodotti
alimentari sembrava essere finora il Trattato ustib della UE in cui si vedeva
I'indicazione di origine come un ostacolo alla hdeconcorrenza nel mercato unico
europeo. Questo ostacolo € stato pero superaediegittiva 2000/13 sulla etichettatura
che consente ai singoli Stati membri di legiferarevedendo indicazioni obbligatorie
sulla origine in etichetta dei loro prodotti quangeesta sia necessaria per reprimere
frodi, tutelare il consumatore da errori o falsefipretazioni, tutelare la salute pubblica.
Queste condizioni in un mercato dei prodotti agno@htari globalizzato non appaiono
pero cosi circoscritte a pochi prodotti, ma all@lita della produzione agroalimentare
specialmente in una realta con forti tradizionieedellenze come quella italiana.

Quello che emerge da una analisi del contestole sietlte legislative degli ultimi anni
e come l'etichettatura di origine sia succube degkressi degli attori con il potere
contrattuale piu forte nei confronti delle istitomi, ossia i grandi gruppi alimentari e la
grande distribuzione, che vedono I'etichettaturfiatgine un ostacolo alla possibilita
di approvvigionamento delle materie prime in Pakesie esse risultano piu convenienti
o alla delocalizzazione dei propri impianti prodatin Paesi con regole ambientali, di
sicurezza alimentari e sui diritti dei lavoratoreno stringenti e quindi economicamente

piu vantaggiosi (Vieri, 2012).



1.3.I marchi di qualita alimentare in Europa

1.3.1 Indicazioni geografiche e denominazioni di origine
L’'Unione Europea ha riconosciuto e sostenuto léerbhziazione di prodotti di qualita
Su una base regionale con lintroduzione di un Bocomunitarie per la protezione sia
della origine geografica sia delle tecniche di pmidne agricola tradizionale mediante i
regolamenti 2081 e 2082/1992/EC, poi sostituiti Bagolamento 510/2006 per la
protezione delle indicazioni geografiche (IGP) enateinazione di origine protetta
(DOP) e il Regolamento 509/2006 per le specialigdizionale garantita (STG).
Recentemente i due regolamenti sono stati sostialiRegolamento 1151/2012 entrato
in vigore il 3 gennaio 2013 che riguarda i regimiqdialita dei prodotti agricoli ed
alimentari ad eccezione delle produzioni vitivingde cui denominazioni DOP e IGP
sono oggetto del regolamento 479/2008, semplificamdelocizzando le procedure di
registrazione rispetto al precedente.
| due regolamenti 509/2006 e 510/2006 prevedevampdtezione in Europa dei DOP,
IGP e STG fissando definizioni per tutti i prodatiricoli ed alimentari, indicando le
specifiche di un prodotto che devono essere rigigettai produttori ma che sono anche
I punti di riferimento per le operazioni di confmlsono illustrate, inoltre, le procedure
per le domande di registrazione.
| prodotti registrati con i marchi DOP, IGP e STfpartengono ad una ampia gamma
di classi di alimenti, dalla carne ai formaggi agetali alla birra e altre bevande, agli ol
ed altri grassi. Con l'approvazione del regolamehid1/2012 potranno ottenere i
marchi DOP e IGP anche cioccolato e prodotti dériwale, cotone, cuoio, pellame,
piume.
DOP e IGP descrivono un prodotto che deve le peagaratteristiche o la sua fama alla
area geografica da cui originano. Questi nomingiratetti sono legati al nome della
regione, o di una paese, dato che la produziometrakformazione e la produzione
hanno luogo in una area ben definita. La legistazievidenzia pero che il legame con il
territorio e piu forte nel caso dei DOP. Infatterpquesto tipo di riconoscimento le
qualita o le caratteristiche del prodotto s@sclusivamente o essenzialmesgute ad
un particolare zona geografica con i suoi propttiofa ambientali ed umani. Inoltre,
nell’ articolo 2 e specificato come tutti gli stegsun prodotto debbano aver luogo in

una area geografica ben definita.



Mentre per il marchio IGP e sufficiente che almam@ delle fasi della produzione
avvenga nell'area geografica, il legame quindi g¢derritorio risulta non “esclusivo o
essenziale” ma é sufficiente che le caratteristiche rendono il prodotto peculiare
siamo “attribuibili” all’origine geografica.

Un prodotto STG invece non si riferisce all’origine evidenzia una caratteristica di
tradizione nel suo disciplinare di produzione, esgindere dal luogo in cui si svolge il
ciclo produttivo. Questo sistema di registraziorstago istituito al fine di proteggere le
caratteristiche qualitative e culturali uniche khiuami alimenti tradizionali e regionali da
imitazioni di qualita inferiore.

I marchi europei DOP, IGP, STG sono la rispostdad€lommissione Europea alla
richiesta di omogeneita e semplificazione delleoteinazioni dopo listituzione del
mercato unico e alla necessita di fornire agli @tori e alle industrie alimentari
strumenti di valorizzazione del proprio prodottd ngpetto delle regole del commercio
internazionale, che nella normativa precedente @ramo rispettate in particolare nel
requisito di reciprocita ed equivalenza.

La legislazione europea ha fatto molto per la @miotee e la valorizzazione di alcuni
prodotti. L'etichettatura, i marchi, le specificleprodotto e i controlli ufficiali sono gli
strumenti disponibili per garantire che alcuni ttid alimentari e agricoli sono
distinguibili da altri simili, atti quindi a certdare 'aderenza del prodotto a determinate
caratteristiche di qualita, di origine geograficgprmduzione, al fine di eliminare una
competizione fuorviante e sleale con prodotti nenugni di peggior qualita. Il marchio
di qualita europeo é divenuto un mezzo per aumensacredibilita di alcuni prodotti
sul mercato e per garantirne non solo la qualita anehe l'autenticita, essendo i
compratori rassicurati del fatto che non stannauestgndo una imitazione ( Serra R.
2007).

Figura 1. | marchi DOP, IGP, TSG.
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1.3.1.1. Procedura per la registrazione dei prodata DOP, IGP e STG

La Commissione Europea ha istituito e mantieneegistro delle denominazioni di
origine protette e delle indicazioni geografichetptte (articolo 15 del Regolamento
1898/2006/EC), e un registro delle specialita a#mdiali garantite (articolo 10 del
Regolamento 509/2006/EC).

Nel registro dei DOP e IGP sono catalogati i prodan il loro nome, la categoria
merceologica, paese di origine, e il riferimentdi@b di protezione richiesto (DOP e
IGP), e rappresenta il documento di riferimentoigemtrolli ufficiali.

Nel registro delle STG il prodotto é identificatorcil suo nome tradotto in piu lingue

ed é inoltre indicato:

se la registrazione € con o senza l'uso riservatoame;

se il prodotto oltre al nome nella sua lingua imatge puo contenere sul marchio
indicazioni in altre lingue;
- se la sua produzione é avvenuta in accordo coadingadizionali di un Paese
0 regione;
- la nazione di appartenenza del gruppo che ha atoltla richiesta di
registrazione.
| regolamenti 509/2006 e 510/2006 stabiliscono soteema di registrazione molto
dettagliato e specifico a due livelli, uno nazi@aon responsabile lo Stato membro, e
uno europeo, con responsabile la Commissione Earepengono anche illustrati gli
strumenti per la sua implementazione:
specifiche di prodotto, 'esame della Commissianks decisione o le opposizioni alla
registrazione e la registrazione.
I Regolamento 510/2006 stabilisce anche la pddsildi certificare prodotti
provenienti da paesi terzi, secondo pero proceditierenti.
Primo passo nell'iter di registrazione e la redaeidelle specifiche di prodotto con

tutte le informazioni tecniche:

nome del prodotto;

« |o Stato membro o il Paese terzo che richiededstr@zione;

» la descrizione del prodotto (categoria merceolqgoaterie prime utilizzate,
etc.);

» descrizione del processo e dell’area geografigaatiuzione;
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Per i Paesi terzi sono richieste ulteriori informaz, come il nome e I'indirizzo del
gruppo richiedente e in particolare, le prove ¢m®ime oggetto della richiesta e
protetto nel suo paese di origine. La vera diffeeetna le procedure per Paesi UE e non
UE e nel fatto che i primi deve prima passare hesai una autorita del proprio paese
che vaglia attentamente i requisiti della domanda an parere a livello nazionale,
mentre i secondi saltano questo passaggio in gl@michiesta di registrazione e
inoltrata direttamente alla Commissione.

Una volta ottenuta la registrazione un prodott@malymentare e protetto da (articolo 13
del regolamento 510/2006):

» uso diretto o indiretto del nome registrato su todptto non registrato;

* imitazione o richiamo al nome registrato su undptto non registrato, divieto
esteso anche ad espressioni come “tipo”, “stilethitazione”, “metodo” e
simili;

» divieto di apporre indicazioni false o fuorviangyuardo la provenienza, origine,
natura e qualita del prodotto sulla confezione pbssano dare una falsa idea
sulla sua origine.

Una volta ricevute le richieste di registrazionedammissione Europea le pubblica
sulla Gazzetta Ufficiale della Unione Europea s€rjelove restano sei mesi al fine di
rendere possibile qualsiasi ricorso. Dopo 12 nsesfiter si € concluso favorevolmente,
la registrazione del prodotto e pubblicata sullazg#ta Ufficiale della Unione Europea

serie L.

1.3.1.2. Protezione dell'indicazione geografica nekttore vinicolo

La protezione dell'indicazione geografica dei wénlia prima ad essere stata introdotta a
livello comunitario (regolamento 817/70). Nel remyolento si individuava la categoria
dei vini di qualita prodotti in regioni determinafédQPRD) demandando poi agli Stati
membri la sua tutela attraverso norme proprie.etepimento italiano portd alla
identificazione dei marchi DOC (Denominazione diigdre Controllata), DOCG
(Denominazione di Origine Garantita) che rientravarella categoria comunitaria

VQPRD e un marchio per i vini da tavola IGT (Indimme Geografica Tipica).
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Nel 2008 furono promulgati i regolamenti 479/2008/E il 555/2008/EC, seguiti dal
regolamento 607/2009/EC che dettava le regolegtrd implementazione. In questi
regolamenti sono delineati i requisiti per otterlareegistrazione dei marchi DOP e IGP
per i vini. Per I'etichettatura dei vini (Tabella dion € cambiato nulla, I'indicazione del
marchio DOP e IGP é obbligatoria accanto al nomevide DOP o IGP, tuttavia, per
non indurre in confusione il consumatore, esse @us®ssere omesse se in etichetta
figurano menzioni tradizionali in uso nel Paese cdmmercializzazione, ovvero
espressioni che vengono comunemente utilizzate iqmiicare questa tipologia di
prodotti.

L’elenco delle menzioni tradizionali e riportatd’al. XII del regolamento CE 607/09
e, nel nostro Paese, corrispondono alle indicaziDenominazione di Origine
Controllata, Denominazione di Origine Controllat&arantita, Indicazione Geografica
Tipica ed i relativi acronimi DOC, DOCG e IGT. Rarto i vini che riportano in
etichetta la DOC, DOCG o IGT non dovranno apportsastanziali modifiche alla loro
denominazione se non aggiungere, facoltativametigspressione comunitaria
DOP/IGP, in acronimo o per esteso, ed il relatogol comunitario.

Sono inoltre stabilite le autorita preposte ai oaltited i controlli per la conformita alle
specifiche. Il nuovo regolamento del 2008 nasce ge&ronizzare la normativa nel
settore vinicolo con i regolamenti 509/2006 e 5008 per gli alimenti, allo scopo di
aumentare il prestigio dei vini europei e il loreemato sia in UE che fuori, e di
preservare la tradizione migliore della enologieopea esaltando il suo ruolo sociale ed
ambientale nelle zone rurali. Di conseguenza, k& dal sistema di registrazione e
protezione del vino &€ molto simile a quello deigwtii agricoli ed alimentari. Ci sono
infatti due strumenti: DOP, “vini di qualita prodioin una regione specifica” e IGP,
“Vini da tavola con indicazione geografica.

Un vino con il marchio DOP deve quindi essere ptimdon una specifica area
geografica e le sue caratteristiche qualitativeodevessere dovutesclusivamente o
essenzialmentalla particolare ambiente geografico di provenséenz

La legislazione che protegge in settore vinicotmmungue molto piu specifica e

articolata rispetto a quella sui prodotti alimentar
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Tabella 1- Indicazioni obbligatorie e facoltative m etichetta per i vini DOP e IGP
(regolamento CE/607/2009).

INDICAZIONI OBBLIGATORIE INDICAZIONI FACOLTATIVE

Nome del prodotto seguito dall'espressione
“Denominazione di origine protetta” o “Indicazione ) ] ) )
) i o Categoria merceologica (vino, vino spumante, ec¢.)
geografica protetta” o, in sostituzione, dalla

menzione tradizionale DOC/DOCG/IGT.

Riferimenti (nome o marchio commerciale +
Titolo alcolometrico volumico. indirizzo) ad altri operatori coinvolti nella filia (es.

produttore, distributore,ecc.).

Utilizzo di termini quali abbazia, castello, rocca,
o ] ecc. riferiti all'azienda agricola ma solo se tuée
Origine e provenienza o i
operazioni di trasformazione avvengono nell’area]

menzionata.

Riferimenti all'imbottigliatore (nome e/o marchio +

=)

o Logo comunitario relativo alla presenza di allelige
indirizzo

) ) ) Annata delle uve, solo se almeno 1'85% delle uve
Tenore zuccherino (solo per gli spumanti). )
proviene dalla stessa annata

Indicazione relativa alla presenza di allergeni arerzuccherino (per i vini non spumanti).

Varieta delle uve, solo se rappresenta almeno 1'85%
Lotto
delle varieta utilizzate

o . Indicazioni relative al metodo di invecchiamento e/
Indicazione della quantita ] ) )
di elaborazione (es. superiore, novello, ecc.).

Simboli comunitari della DOP/IGP

Riferimenti al metodo di produzione (fermentato in

botte, ecc.).

Indicazioni relative ad unita geografiche piu pieco

della DOP/IGP, solo se almeno 1'85% delle uve

impiegate nella produzione del vino proviene da tal

zone.

Infatti, i regolamenti 509/2006 e 510/2006 detteegole e procedure generali in quanto
riguardano categorie di prodotti molto diversi,ldalarne ai prodotti ortofrutticoli, dai
formaggi alla birra etc., mentre la legislazione\sai fornisce molti dettagli tecnici e
sulle tecniche enologiche in modo molto piu uniferndalla analisi analitica e

organolettica, al contenuto di zuccheri alle regnie zone di coltivazione del vino.
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| marchi di indicazione geografica dei vini non garantiscoo solo la qualita
l'autenticita ma anche la corrispondenza alle d$pba tecniche, analitiche
organolettiche, regolamentando le pratiche enolmgic pur mantenendo
caratteristiche specifiche delle diverse zone witoole (ad esempio lo zucchegio
consentito nelle zone piu settentrionali del’Ewaop non in quelle meridionali),
parallelo con la regolamentazione dei processiyitivil alla base delle norme sui D(C
e IGP alimentari e sui prodotti STG e biologici €¥j 2012)

A verificare la corretta attribuzione dei marchi e attivo I'lstauper la salute e |
protezione del consumatore del Centro Comune derBéc con sede a Ispra (V

attraverso analisi in laboratori specializ:

1.3.2. Istituzione di database per i prodotti agroalimentai protetti

La Commissione Europea ha promosso la diffusionerelgistro delle indicazior
geografiche per quanto riguarda i prodotti agroafitari e gli alimenti con il databa
ondine “DOOR, il database della origine e registragbe per i vini e gli lcolici con il
database “E-Bacchus”.

Nei due database multilingua sono presenti tuttlocumenti legali inerenti |
caratteristiche di autenticita dei prodotti regisitrinformazioni che in questo mo

sono accessibili a tutti gli interessati, azie produttori, amministratori e consumatc

613
600 - 583
500 -
400 - | mDOP mIGP OSTG [
300 -+
200 160
104 o7 121 95 80

100 6460 2757 69

EU Ttaly France Spain Portugal Greece Germany

Figura 1. Prodotti alimentari con marchio DOP, IGPe STG nei principali paesi UE (Fonte:UE
DOOR, 2014).
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OMeat Products B Dairy products OOther products of animal origin O QOils and Fats
BFit, vegetables and cereals O Spices OBeers O Bakery products
Opasta B Other
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A%
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Figura 2. Prodotti DOP, IGP e STG in UE e lItyalic (Fonte: elaborazioni su dati EU DOC
2014).
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B Regno Unito

Figura 3 Distribuzione in EU dei vini DOP (Fonte E-Bacchus, 2014)
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Attualmente (novembre, 2014) sul databese DOOR gwasenti un totale di 12¢
prodotti, 613 DOP, 583 IGP e 49 STG (Figura

Per quanto riguarda i prodotti italiani, risulo 160 DOP, 104 IGP e solo 2 STG,
mozzarella e la pizza napoletana. Nell’ambito d€HM) risultano registrati 46 nel
categoria formaggi, 42 in quella oli e grassi eri@gli ortofrutticoli. Per gli IGP I
categoria degli ortofrutticoli € la piu rappentata con 69 prodotti registrati seguita
quella dei prodotti a base di carne con 16 (FiQ)r

L’ltalia € il Paese con il maggior numero di regagioni, 476 DOP e 129 IGP, secor
la Francia con 376 e 75, rispettivame

Il database DOOR si conura come una dichiarazione di autenticita del pitod
fornendo al consumatore, al rivenditore, allorgamd di controllo informazior

complete e affidabili sulle caratteristiche di gdeterminato prodott

W Austria
W Belgio
m Bulgaria
m Cipro
129 B Danimarca
W Francia
B Germania
Grecia

Italia

B Malta

u Portogallo

Regno Unito

Figura 4 Distribuzione in EU dei vini IGP (Fonte E-Bacchus, 2014)
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Per i vini e le bevande alcoliche lo strumento iinfatico analogo al DOOR e E-
Bacchus, che cataloga tutto il contenuto del remidelle denominazioni di origine e
delle indicazioni geografiche dei vini protetti lmeUE in riferimento al Regolamento
1234/2007/EC, e raccoglie inoltre anche i nomi dgioe protetta e le indicazioni
geografiche di vini di paesi non UE protette in WWBbase ad accordi bilaterali. Ad oggi,
ci sono 1293 vini DOP e 459 IGP nel database, cowsrato nel dettaglio nelle figure
3ed.

1.3.3. Verifiche ufficiali sulla corrispondenza con le speifiche della protezione dei

prodotti alimentari.

I marchi di qualita europei da un lato fornisconlocansumatore uno strumento
affidabile per la scelta alimentare, dall’altra tpadanno al produttore anche un
vantaggio sul mercato in termini di prezzo e dibiiga.

Di conseguenza, sia i produttori che i consumatedessitano di controlli da parte di
organi ufficiali certificati per assicurarli da fitbe adulterazioni.

Il sistema di monitoraggio di controlli ufficialie¥e essere in linea col Regolamento
882/2004/EC. Gli enti certificatori devono esseczraditati secondo lo standard
europeo EN 45011 o ISO/IEC Guide 65 (articolo Idol@mento 510/2006/EC).

Inoltre nei regolamenti 509/2006 e 510/2006 si Bpec che la verifica della
corrispondenza con i disciplinari di prodotto delesaere condotta da una o piu autorita
competenti o organismi di controllo dei Paesi mendetla UE. L'indicazione delle
autorita competenti e/o dell'organismo di controBoprecisata nelle specifiche di
prodotto.

Posto che il controllo della autenticita di un pstid DOP, IGP e STG ¢ la verifica della
sua corrispondenza con le specifiche della norraathe regola I'attribuzione di questi
marchi, i controlli dovranno provvedere a provdréegame tra il prodotto e l'area
geografica, individuando le caratteristiche di yaaticolare regione che influenzano il
prodotto in un modo che altre invece non farebberal grado in cui esse “sono
essenziali o esclusivamente dovuti all’ambienteggafico” nel caso dei DOP, o invece

solo *“attribuibili all’'origine geografica” per glilGP (articolo 6 regolamento
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509/2009/EC). Dovranno provvedere, inoltre, allaniificazioni di adulterazioni o di
sostituzioni con ingredienti di minor valore, stabil'uso di una tecnica di produzione

diversa da quella stabilita per legge.

1.4. Agricoltura Biologica

L'interesse dei consumatori per i prodotti biologideriva principalmente da
considerazioni di carattere ambientale e salutisiconsumatori sono preoccupati per
la sicurezza di cio che mangiano e sull'uso diigidst fertilizzanti chimici e farmaci
veterinari in agricoltura. Inoltre, sono sempre mansapevoli della necessita di
privilegiare metodi di coltivazioni capaci di comgare il suolo, di preservare
'ambiente rurale, di sfruttare le risorse localidé contribuire alla sostenibilita.
L'agricoltura biologica sembra essere uno strumembportante per risolvere
simultaneamente una serie di problemi legati alpzione alimentare, allambiente,
al benessere degli animali e allo sviluppo agricolo

Negli ultimi decenni la domanda di prodotti da agliura biologica € aumentata
costantemente, anche se la crescita del mercalmgluio € rallentata negli ultimi due
anni, probabilmente a causa della crisi econonéciendenza a lungo periodo € rimasta
positiva. Nonostante questo successo, non esistandard a livello mondiale, a parte
gli standard IFOAM, per l'agricoltura e la zootechiologica. La produzione biologica
e regolamentata all'interno dell’Unione Europeauta serie di normative come il
regolamento 1804/99/EC, il regolamento 834/20074&.Gl piu recente regolamento
889/2008/EC che illustra dettagliatamente le nomineproduzione, etichettatura e
controllo.

In particolare, il regolamento 834/2007/EC ha d&finseguenti obiettivi:

(1) stabilire un sistema di gestione sostenibilel'pgricoltura attraverso l'esclusione di
fertilizzanti chimici e trattamenti meccanici chispetti i sistemi e i cicli naturali;
contribuendo ad un livello elevato di diversitaolbgica; assicuri un impiego
responsabile dell'energia e delle risorse nateraispetti elevati standard di benessere
degli animali;

(2) mirare a ottenere prodotti di alta qualita;
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(3) mirare a produrre un‘ampia varieta di alimerditri prodotti agricoli che rispondano
alla domanda dei consumatori.

Fornisce inoltre indicazioni su sistemi ecologicbasano sulla valutazione dei rischi e
sul principio di precauzione per limitare l'usoimput chimici esterni. Si impone anche
il divieto dell’'uso di OGM (organismi geneticamemtedificati) e prodotti ottenuti da
OGM, anche se la normativa sulla etichettaturaide@M (regolamento 1829/2003)
stabilisce una sogli tecnica dello 0.9% sotto lalgula presenza di OGM é da
considerarsi accidentale e quindi non soggettolaligo di etichettatura.

La dicitura “biologico” in etichetta é utilizzabilsolo se non meno del 95% degli
ingredienti proviene da agricoltura biologica ean@rchio per la agricoltura biologica
europea (figura 5) e diventato obbligatorio dalu@lio 2012 su tutti i prodotti da
agricoltura biologica confezionati prodotti nellaorGunita Europea (regolamento
271/2010/EC). Questo logo, insieme ai marchi didazione geografica, € un’altra
azione della Unione Europea per il miglioramenttbadeomunicazione delle qualita dei
prodotti agricoli allo scopo di ristabilire un lega tra agricoltori e consumatori. Infatti
il logo di agricoltura biologica crea fiducia nedrsumatore circa la qualita del prodotto
e lo riassicura circa la corrispondenza del suags®so produttivo alla normativa sulla
agricoltura biologica.

Secondo la legislazione europea, i sistemi di rmohe biologica per i prodotti vegetali
sSono soggetti a rigorose restrizioni nell'uso ligganti, pesticidi o insetticidi di sintesi.
Si basa su frequenti rotazioni delle colture e sestavorazioni del terreno, l'uso del
compost o di rifiuti organici, piuttosto che di @mi minerali, e sul controllo biologico
o tramite lotta integrata dei parassiti invece’dstl do pesticidi chimici.

La zootecnia biologica prevede tecniche di alimeptee basate su almeno 1'85% di
mangimi biologici (100% per i bovini da carne e ld#e), meglio se di produzione
aziendale. Particolare attenzione é dedicata atdseme animale, e in particolare alle
forme di stabulazione che devono essere , per gyaodsibile, libere e tali da non
causare sofferenze agli animali.

Il regolamento 271/2010 ha aperto anche alla pihissiloli aprire le importazioni di
prodotti da agricoltura biologica provenienti détitu Paesi terzi e non solo da quelli
riconosciuti dalla UE come in precedenza, a coondeiche le regole sul processo
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produttivo siano uguali o equivalenti a quelle dellE e che siano certificati e

monitorati da organismi di controllo autorizzatlldaCommissione Europea.

Fig. 5. Logo della Unione Europea per gli alimentda agricoltura biologica.

| prodotti biologici tendono ad avere al dettaglio prezzo superiore al loro analogo
ottenuto convenzionalmente, soprattutto a causmater rendimento e dei costi elevati
di certificazione. Sono proprio questo premium @cla crescente domanda a rendere |
prodotti alimentari biologici particolarmente sdmkialla frode. Anche se il valore
aggiunto di questi prodotti € garantita da un sistedi certificazione che dovrebbe
assicurare la loro completa tracciabilita in tutee fasi della produzione, della
trasformazione e di vendita, tali sistemi basatiugsa tracciabilita solo documentale
possono essere facilmente falsificati.

Per aumentare la fiducia dei consumatori e quintpartante che, in aggiunta alla
certificazione, le proprieta dichiarate sugli alimtigpossano essere verificate in modo

oggettivo e indipendente.

1.5.La normativa europea dei succhi di frutta

La norma europea di riferimento per i succhi ditiie altri prodotti analoghi destinati

all'alimentazione umana € la direttiva 2001/1128@EConsiglio del 20 dicembre 2001,

successivamente modificata prima dalleettiva 2009/106/CE che teneva conto degli
avanzamenti tecnologici avvenuti su questa maigeile norme previste dal Codex

Alimentarius del 2005 e dei paratella Associazione europea dei produttori di succhi
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di frutta (AIJN) e successivamente dallaettiva 2012/12/UE, che ha introdotto
modifiche sostanziali alla normativa iniziale quiliivieto dell'aggiunta di zuccheri o
edulcoranti nei succhi di frutta e l'aggiunta debnpodoro nella lista dei frutti
utilizzabili.

La definizione di succo di frutta contenuta neliletiiva 2001 é la seguente:

“il prodotto fermentescibile ma non fermentatoeotito da frutta sana e matura, fresca
o conservata al freddo, appartenente ad una o pact e avente il colore, I'aroma e il
gusto caratteristici dei succhi di frutta da cuigmiene. L'aroma, la polpa e le cellule
del succo che sono separati durante la lavorazipogsono essere restituiti allo stesso
succo”.

Mentre succo di frutta ottenuto da un succo comaeme definito come:

“prodotto ottenuto, reinserendo nel succo di fruttancentrato I'acqua estratta dal
succo al momento della concentrazione e ripristd@gli aromi e, se opportuno, la
polpa e le cellule perduti dal succo ma ricuperdtimomento del processo produttivo
del succo di frutta in questione o di succhi dittudella stessa specie”

Il prodotto cosi ottenuto deve presentare le caratiche organolettiche e analitiche
per lo meno equivalenti a quelle di un succo db tipedio ottenuto a partire da frutta
della stessa specie. All'allegato V sono indicativelli Brix minimi per i succhi di
frutta ottenuti da succo concentrato.

Per Nettare di frutta la definizione € la seguente:

“Designa il prodotto fermentescibile ma non fernmadnt ottenuto con l'aggiunta di
acqua e di zuccheri e/o miele alla purea di frudtad un miscuglio di questi prodotti, e
che é inoltre conforme a quanto disposto nell'ateglV. L'aggiunta di zuccheri e/o
miele e autorizzata in quantita non superiore al%a0n peso rispetto al peso totale del
prodotto finito. Nella fabbricazione di nettari fliutta senza zuccheri aggiunti o con
debole apporto energetico, gli zuccheri sono saisititotalmente o parzialmente da
edulcoranti, conformemente al disposto della divatt94/35/CE del Parlamento
europeo e del Consiglio, del 30 giugno 1994, seglulcoranti destinati ad essere
utilizzati nei prodotti alimentari”

Nell'allegato IV della direttiva si stabiliscono ténore minimo di succo e/o di purea,
espresso in percentuale del volume del prodotitofirpici per ogni singolo specie di

produzione il valore minimo consentito che variazaal 55%.
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L’etichettatura dei succhi e dei nettari di fruiadeve attenere alle norme generali
definite nella direttiva 2000/13/CE relativa ai godti alimentari, in cui nello specifico
viene evidenziato I'obbligo di indicare la percealtu minima di succo di frutta
utilizzato, se ottenuto anche in maniera parziaecdncentrato gli additivi utilizzati
(Regolamento CE 1333/2008 e successive modifichda estichetta nutrizionale
(Regolamento (UE) No 1169/2011).

La direttiva 2012/12/UE ha pero introdotto nuovibbghi tra cui I'indicazione nella
denominazione del succo la presenza di altri froittie al principale, ad esempio un
succo costituito dal 90% di arancia e dal 10% dzxeuli mandarino (prassi consueta
secondo le pratiche di produzione) dovra essereordgmato succo di arancia e
mandarino, se costituito da piu frutti si chiaméraiscela di frutti”. Non é piu
consentita la dicitura “senza zuccheri aggiunti't penettari contenenti dolcificanti
artificiali € invece prevista la dicitura “contieneaturalmente zuccheri” al fine di
evidenziare questo dato importante per i diabe#iciper il crescente problema

dell’obesita infantile.
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2.1. Le aspettative e le richieste del consumaitc

Nei Paesi avanzati al crescere del reddito displendd assiste ad una riduzione de
guota destinata all’'acquisto di prodotti alimentguesto in linea con la legdi Engel
sull’evoluzione dei prodotti alimentari. La crescdei consumi alimentari, infatti, n
segue quella dei consumi generali, segnando utanztsle stagnazione negli ultimi -
anni, ma la sua incidenza é diminuita del 14% nstl&sso periodo. 'altro canto e
anche vero che un reddito piu elevato ha indottonumero sempre maggiore

consumatori ad indirizzare i propri acquisti alirten verso prodotti si maggiol
qualitad, che risultano avere una elasticita detbnanhda superiore agli altrirodotti
alimentari.

Da un recente studio del’Eurobarometro emergelehagioni per cui il consumato
sceglie di comprare prodotti a con un marchio diligga sono molt, tra cui la volonta d
acquistare prodotti di alta qualita, per incoraggi@ diersificazione della produzior
agricola, per avere informazioni chiare sulla orggigeografica, per motivi etici o

responsabilita socialg-igura 2.1).

Marca

Origine geografica

A —"

Prezzo | I —

-~ s~

quatita | [N |
P

-~

0% 50% 100%
= Molto Importante = Poco importante Per niente importante
= Dipende dal prodotto = Non so

Figura 2.1. Fattori importanti nell’acquisto di cibo per i cittadini UE (Eurobarometro
2013).
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eil 70% dei cittadini europei dichiara di prediligela qualita al prezzo nelle sue sc
alimentari, dato interessante in un momento diefastisi economica quale que
attuale.

Il 60% degli europei conosce i marchi di quali il 14% conosce i mard di

denomnazione di origine DOP e IGP meniun quartodei cittadini conosce il logo
della agricoltura biologica (Figu2.2)

La conoscenza di questi marchi varia notevolmenate tari stati membi Ad esempio
la grande maggioranza dei consumatori Britanni@%p conosc almeno uo dei
marchi,mentre la percentuale si riduceun terzo (34%) degli interstati in Bulgaria ¢

in Polonia (Figura 2.3).

A
Conosce almeno un marchio I_|
—
Non so .I'
&
Nessuno o l
IGP _—l
A
op | (A
o —
se | Ias)
- 7
AgricolturaBiologica I_|
Commercio Equo e Solidale _|

rd

Figura 2.2. Conoscenza dei marchi di qualitd limentare da parte dei cittadini UE
(Eurobarometro 2013).

Anche il grado di istruzione gioca un ruolo fondamaée nelle scelte aliment. Meno
della meta (44%) degli intervistati ccmeno dil5 anni di istruzione conosce uno
cinque loghi, mentre tla fascia di popolazione con piu 20 anni d istruzione la

percentuale cresce al 71%.
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Questo divariadiventa piu evidente nel caso del marchio del lgigie, solo il 16% di
chi ha mano diL5 anni di istruzione lo conosce contro il 31%della fascia piu alto
livello di scolarizzazione Interessanteinvece la assenza di differenze nelle

categorie sociali neiconoscimento demarchi DOP, IGP e STG.

-l .
13 35 50 2J
PT |, 14 33 53 a
14 a8 37 d
BE a7 39 il
N 15 52 33 i)
NL |35 51 34 i
. 16 S8 25 a
EE | 17 51 31 D
- 17 52 30 il
FR 19 51 30 P
ol
= 20 49 31 o
DK | 20 as 31 d
- 21 a5 33 il
BG |- 21 a7z 31 D
- 22 51 26 il
EUu27 - 22 45 32 D
- 22 49 29 i}
SE 23 59 17 a
ol -
- 23 41 36 il
UK | 24 39 36 a
N 25 57 18 il
Lu | 25 49 26 a
'J 27 37 36 d
HU | 27 a6 27 a
. 28 52 18 2)
RO | 33 a3 22 2)
N 34 39 27 d
T |- 35 39 24 2)
L4 Si, sempre L1 Si, qualche volta I NO LiNonso

Figura 2.3. Risposte del consumatore europeo allaothanda: “Quando compra un
alimento si assicura che il suo marchio di qualita abbia carattristiche specifiche?”
(Eurobarometro, 2013)

2.2.11 Mercato dei prodotti alimentari DOP e IGP

Dai dati evidenziathelle tabelle 2.1 e 2.si pud evincerehe nel settore dei prodo
con denominazione di origine italiaun numero molto ridotto di prodotti rapprese
una importante quota di mercato. Appena 4 prodGrana Padano, Parmigia
reggiano, Prosciutto di Par e Prosciutto San Daniele, detenamo, infatti, piu de
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65% del fatturato totale dei prodotti registratie Niscende che alcuni comparti
presentano un evidente squilibrio tra il numero pl@dotti registrati e i risultati in

termini di fatturato (es, ortofrutta e olio di i

Tabella 2.1. Fatturato all'origine (milioni di €)

Comparto 2010 2011 2012 Var % 12/11
Formaggi 3665 4093 4137 0.8
Prodotti a

1971 1863 1869 0.2

base di carne

Ortofrutticoli

_ 345 376 471 25.2
e cerali
Aceti

247 266 165 -0.2

Balsamici
Olio di Oliva 76 83 80 -3.7
Carne fresca 42 55 68 23.1
Altri comparti 2 3 2 -28.7
Totale 6233 6850 6992 2.1

Fonte: Ismea, 2014

Tabella 2.2. Fatturato al consumo sul mercato naziale (milioni di €)

Comparto 2010 2011 2012 Var % 12/11
Formaggi 4111 4422 4697 6.2
Prodotti a
3311 3330 3355 0.8
base di carne
Ortofrutticoli
_ 484 541 658 21.7
e cerali
Carne fresca 129 160 181 12.9
Olio di Oliva 65 69 62 -9.4
Aceti
85 39 39 -1.4
balsamici
Altri comparti 2 3 2 -37.6
Totale 8186 8565 8995 5.0

Fonte: Ismea, 2014
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La domanda che ci si pone e quindii marchi di qualita sianancoraun importante
strumento di valorizzaone dei propri prodottse il loro fdturato poi non € co:
premiale. A riprova di questo si aggiunge infddvidenza dei dati che mostrano co
molte registrazioni risultino solo nominali, in qua al marchio registrato nc
corrispondono nella realta prodotti sul mercatorcipé non si riesce a rispettare
disciplinare di produzione o perché manca la capaltipromuover adeguatamente s
mercato.

Questo rappresenta una occasione mancata perprakezioni, anche di nicchia, ¢
potrebberarappresentare il volano per uniccola economia locale magari in siner
con altre risorse territoriali come I'artigianatd &urismo

L’incidenza invalore delle DOP e IGP sul totale agricoltura éad@l9% e del 5.0% sul
totale industria agroalimentare, con piu del 30% del waldelle denominazioni
origine che va sui mercati esteri, piu del doppiellad percentuale dell’expac
agroalimentare tdizionale (Figura 2.4
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Figura 2.4. Export dei prodotti DOP e IGP in confrmto ai consumi hazionali.Fonte:
ISMEA, 2014
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2.3. Mercato del settore vinicolo DOP e IGP

Secondo i dati ISMEA relativi al 2013, il valord’atigine del vino complessivamente
prodotto in Italia e stato di 3,9 miliardi di eurdi,cui 2,7 dovuti ai vini DOP e IGP (1,9
miliari di euro i DOP; 812 milioni gli IGP). Rispetal 2012, le superfici dedicate alla
produzione di vini DOP e IGP sono diminuite di eltr 7% e si € inoltre registrata una
riduzione del 4,5% della produzione potenzialendggior calo si registra per gli IGP,
mentre per i DOP la produzione risulta in aument8,3%) per un ammontare
complessivo di 12,5 milioni di ettolitri (11,5 noini I'imbottigliata, +0,8%) con un

aumento quindi dei vini valorizzati dalla regisitae con marchio di qualita. La
diminuzione dei vini IGP e dovuta prevalentemenla mancata conversione di molti

vini con denominazione IGT a IGP, dopo l'introduzoregolamento 607/2009/CE.

Tabella 2.3. | dati dei primi dieci vini DOP italiani.

o . . Produzione
Superfici Produzione  Produzione -
) ) ) . certificata
rivendicate potenziale certificata _ o
(ha) () () imbottigliata
a
(hl)
Totale comparto vini DOP 217.731 15.088.456 12.522.058 11.569.718
di cui:
Prosecco 15.542 1.799.732 1.822.197 1.810.654
Montepulciano d'Abruzzo 9.328 832.212 895.522 650.301
Asti e Moscato D'Asti 9.484 716.792 744.084 745.524
Chianti 14.183 676.504 772.747 760.650
Sicilia 11.964 618.402 161.266 120.250
Conegliano Valdobbiadene
6.259 570.758 545.883 544.408
Prosecco
Soave 5.641 530.043 424.671 357.798
Trentino 6.685 520.413 290.070 255.973
Valpolicella 7.062 353.616 153.847 148.844
Romagna 4.694 299.020 130.538 114.527

Fonte: ISMEA, 2014
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Come si é evidenziato nei prodotti alimentari, anobl comparto vinicolo piu del 45%
della produzione DOP si concentra nelle prime 1@odenazioni (tabella 2.3). | vini
DOP che nel corso del 2013 hanno fatto registramggliori risultati sul mercato sono il
Prosecco e il Montepulciano d’Abruzzo, seguiti d#@sti e il Conegliano
Valdobbiadene Prosecco. Le regioni che vantanaaggior numero di vini DOP sono
in ordine, Piemonte, Toscana, Veneto, Puglia ed_ahie coprono piu del 60% della
produzione (Figura 2.5)

Ugualmente, tra le IGP, le prime dieci denominazitappresentano il 75% della
produzione potenziale; con Veneto, Emilia Romaddiaijlia, Puglia e Toscana che
coprono circa I'80% della stessa.(ISMEA, 2014).

Il settore vino nel suo complesso nel 2013 ha faégnare un +15% su base annua,
ottenuto da un +17% dei vini comuni e IGT e da Ui% dei vini a denominazione.
Questo trend al rialzo dei prezzi ha seguito quaidwato nell’anno precedente dove
'aumento dei prezzi era stato del 33% (14% dei &idenominazione)

Sotto il profilo della distribuzione per aree geafgrhe, nel Nord Italia si concentra oltre
il 41% delle denominazioni; seguono il Sud (21%gentro (25%) e le Isole (12%).
Rispetto all'anno precedente gli acquisti di vinl@nominazione sono scesi del 5%, a
fronte perd di un aumento della relativa spesa (+4Xidenziando quindi 'aumento
del valore unitario medio, che rimane comunque obéisso (2.60 euro al litro), che al
netto dei costi di imbottigliamento lascia verangeidén poco al valore del vino stesso.

| volumi dell’export sono scesi del 4%, pur restand termini assoluti sopra i 20
milioni di ettolitri, che rappresenta quasi la md#&la produzione nazionale. In termini
di fatturato con 5 miliardi di euro il comparto deho di qualita rappresenta il 15% del
totale export agroalimentare italiano in valore,eequindi la voce piu importante della
bilancia agroalimentare nazionale.

Per i dati sull’ export si puo notare una grandéedénza tra i DOP (4.7 milioni di hl) e
gli IGP (5.5 milioni di hl), anche se i primi hanmeaggiori potenzialita di produzione,
si evidenzia l'apprezzamento degli IGP italianiegtero, probabilmente per il loro
costo al dettaglio inferiore. La Germania € il pripaese importatore di vino in termini
di volumi, mentre Cina e Russia si stanno rivelantcati in forte espansione anche

per questo settore.
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Figura 2.5. Distribuzione dei vini DOP e IGP in ITALIA Fonte: ISMEA su da
MIPAF, 2014

Per quanto riguarda la produzione imbottigliatavidi DOP, nel 2013 € cresciuta
circa I'1% sfiorando gli 11,6 milioni di ettoli con unincidenza delle prime die
produzioni maggiore del(86 .

2.4. Mercato dei prodotti de agricoltura biologica

L'agricoltura biologica rappresenta un tipo di pnatbne agricola che rispetta le reg
di sostenibilita ambientaled ha conquistato nel tempo la preferenza di uswoatore
attento alle proprieta nutrizionali e ai requisliisicurezza alimentare al contempo
sensibile alle tematiche della protezione dell’aanbe e del benessere degli anii da
allevamento.

Questi valorisono alla base delle scelte di acquisto di una ftmpre piu ampia del
popolazione dei Paesi avanzati che privilegiprodotto a marchio Bio ec disposto
anche a pagare un prezzo superiore rispetto ai gieellagricoltura convenzion:
(Halberg, 2012).
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Il continuo incremento nella produzione e nel congudi alimenti da agricoltura
biologica é una realta del mercato mondiale gigukdche anno, e anche questo periodo
di crisi mondiale non ne ha rallentato la crescita.

Globalmente, si stima che lo 0,9% delle superfgiiale mondiali sia destinato ad
agricoltura biologica, ma un terzo di esse e pillid®86 degli agricoltori impiegati Si
trova nei Paesi in via di sviluppo, mentre & nagpandustrializzati che il mercato dei
prodotti biologici si € piu concentrato con Nord @&mca ed Europa che totalizzano il
96% della domanda.

Le vendite di questi prodotti in USA hanno superi&té% delle vendite di alimenti
(USDA, 2012), ed in Europa il mercato dei prodbttlogici & valutato in 22.7 bilioni
di euro (IFOAM, 2014), con Germania e Francia idPaen il giro di affari maggiore,
quarta I'ltalia (Figura 2.6).

Come mostrato nella figura 2.7 la percentuale diet® dedicato all’agricoltura
biologica nella UE 27 e passato dal 3,1% al 5,6928&3, con la percentuale dei Paesi
UE N12 che é triplicata. L’Austria e il Paese canpkercentuale di superficie agricola
coltivata biologicamente maggiore (19%) seguitaSdezia (16%) Estonia (15%) e
Italia con oltre il 12 %.

Il numero di aziende di agricoltura biologica éstiato di pari passo con l'area agricola
ad essa dedicata, in EU 27 sono attive piu di D@04driende (circa il 2% di tutte le
aziende agricole), le aziende italiane sono lenpinerose con 45.000 unita.

Le aziende a vocazione biologica hanno di solita saperficie superiore alla media,
solo il 5% di esse ha una estensione minore ditétietontro invece il 50 % delle
aziende agricole convenzionali.

Il 60% delle terre coltivate con metodo biologicella UE sono prevalentemente
destinate alla produzione di foraggio, il 15 % salestinate alla produzione di cereali,
per i quali questo metodiodi coltivazione & quétiogrado di ridurre maggiormente i
costi e di sfruttare al meglio gli aiuti comunitalte culture permanenti rappresentano
invece il 13% del totale e tra queste la coltivaeiali olive € la piu importante come si
evidenzia nel grafico 2.8, mentre il dato di incezito maggiore si registra per la

viticoltura da vino.
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Figura 2.6. Le prime dieci nazioni per fatturato in prodotti agricoltura biologica (in
milioni di euro) (ISMEA, 2014
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Figura 2.7. Evoluzione della percentuale di terrenagricolo coltivata in maniera biologica
in UE (Commissione Europea, 201
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Figura 2.8. Percentuali delle culture permanenti lblogiche in UE (Commissione europea,
2014)

La grande produzione di foraggio biologico € destinalla produzione di animali
allevati con metodo biologico. Gli allevamenti ecaaione biologica rappresentano 1%
del totale in UE e sono in prevalenza bovini ( @8btotale) e di ovini (2.8%) seguono
gli avicoli (1%) e i suini (0,4%).

Nel 2013 nella UE sono stati stimati quasi 3 milidnbovini certificati come biologici,
distribuiti prevalentemente in Austria, Francia eGBretagna, che rappresentano il 3%
di tutti i capi presenti in UE 27 (Commissione Buea, 2014).

Le vacche da latte certificate come biologiche squasi 1 milione nel 2013, e sono
circa il 3% di tutte le vacche da latte in UE. iMaUE 15 il biologico rappresenta quasi
il 4% di tutto il settore mucche da latte mentréangE 12 la percentuale scende a poco
pit del 1%. L’Austria e il leader per quanto rigtada quota di allevamenti biologici di
mucche da latte con il 20% sul totale, seguita dazia (14%) e Danimarca (11.2%)
(Figura 2.9.)

Nel 2012 il giro d'affari dei prodotti biologici H&nione Europea é stato di 21,8
miliardi di euro (fonte: BOLW - Bund Okologische hensmittelwirtschaft, 2014).
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Figura 2.9. numero delle mucche da latte certifica negli stati membri UE nel 2011 e 2013
(Eurostat, 2014)

In Italia il valore delle vendite di alimenti bigai ha superato i 2 miliardi di euro (+
7% rispetto al 2011), quarto mercato per valorecoasumi di alimenti bio all'interno
dell’'UE. L’ltalia e pero il primo esportatore moadék di prodotti biologici, con circa un

terzo del fatturato totale (3 miliardi di euro)gliesto settore generato dall’export.

2.4.1. Situazione in ltalia

Dai dati del Sistema d’Informazione Nazionale fgficoltura Biologica (SINAB) del
2014 in ltalia sono 1.317.177 gli ettari di supadi coltivata secondo il metodo
biologico al 31/12/2013 (dati SINAB, 2014), con anmento complessivo, rispetto
allanno precedente, del 12,8%. Anche gli operatiali settore sono in aumento del
5,4%.
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| principali orientamenti produttivi sono i pascoli foraggio e i cereali, segue, per

estensione, la superficie investita ad olivicoltura

Le regioni che maggiormente investono in questo tipagricoltura sono la Sicilia con
quasi 10.000 addetti, la Calabria (7.200) e la iay@L200).

Per le produzioni animali, distinte sulla base @ddrincipali specie allevate, i dati

evidenziano rispetto al 2012 un aumento consistantearticolare per gli equini

(+38,7% del numero di capi, che tuttavia registrano termini assoluti valori

naturalmente contenuti) e per la categoria “ahiiali” (+31,4% del numero di capi),

nella quale rientrano ad esempio i conigli. Gli naali maggiormente allevati

biologicamente sono il pollame seguito dagli odrdai bovini.

| consumi di prodotti agroalimentari biologici nebstro Paese mostrano un andamento

in continua ascesa, nonostante il periodo di cdsonomica che ha investito

sensibilmente i consumi nel comparto convenzioriadg.rendersi conto di questo basta

guardare i dati dei primi 5 mesi del 2014 doveidl & cresciuto del 17.3 % contro una

diminuizione del convenzionale del 1,4%. (figura®.
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Figura 2.10. Variazione percentuale dei consumi girodotti biologici e convenzionali dal
2003 al maggio 2014 nelle GDO italiangonte Ismea, 2014)
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Gli alimenti bio che hanno fatto registrare i ristil migliori rispetto al 2012 sono gl
ortofrutticoli freschi, i biscotti e gli snack (imedia piu 13%), segno della prevalenza
dei prodotti industriali rispetto a quelli strettante agricoli.

Le uova risultano il prodotto bio piu acquistatppeesentando il 9,5% del totale della
spesa del bio confezionato, con un 5,2% in pitetispal 2013. Tale aumento & dovuto
ad una crescita della spesa media per famigliatnmeénin calo il numero delle famiglie
acquirenti

Le dinamiche della spesa del latte alimentareot@modotto bio dopo i sostituti del
pane per acquisti in valore con un peso sul tdimlelel 7,3%, sono risultate altrettanto
positive (+16,3%), grazie ad un incremento dellesggmedia per famiglia.

Nel 2013 6 famiglie italiane su 10 hanno acquistaimeno una volta un prodotto
biologico, ossia poco meno di 15 milioni di nudkemiliari.

Negli ultimi due anni, oltre 2 milioni di nuclei aliari in piu hanno acquistato bio in
almeno una occasione, e la spesa pro capite paoftirbio € aumentata dai 28 euro nel
2011 ai 39 euro del 2013. Il bio incide sul totdédla spesa alimentare degli italiani per
circa il 2%, percentuale che solo 10 anni fa ragg@va solo qualche centesimo di

punto.

2.5. Mercato dei succhi di frutta

Nei paesi avanzati la richiesta di alimenti asdoeigroprieta benefiche per la salute si
e riflessa positivamente sul consumo di succhiteanali frutta, specialmente in quei
paesi dove il reperimento di frutta fresca é dii© troppo oneroso.

Dal rapporto annuale della Associazione EuropeaPdeduttori di Succhi di Frutta
(AIIN) del 2014, il consumo di succhi e nettarfuitta nell'UE & stato pari a poco piu
di 10 miliardi di litri nel 2013. | succhi al 100%&appresentano il 65 % del mercato
totale (tabella 2.4). Il consumo Europeo rappresért5% di tutto il consumo mondiale

in valore nel 2013, superato solo da quello deldVamerica (34%).
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Il 70% di tutto il mercato Europeo € rappreseni@dosoli 5 paesi. La Germania e il
primo consumatore europeo per volumi, solo quiittalia (tabella 2.5). Per consumo
pro capite, sempre primi i Tedeschi seguiti dadfidesi e Austriaci.

Anche nel 2013 é proseguita la flessione del mercph evidenziata nei 5 anni
precedenti, con una diminuzione nei volumi del 4.9 evidente nei succhi di frutta
che nei nettari, probabilmente per il prezzo mirgirquesti ultimi.

L’andamento di questo settore segue la contrazdinwitto il mercato dei prodotti

alimentari e le previsioni inducono a pensare thdedlino continuera fino al 2019.

Tabella 2.4. Volumi di succo consumati in UE (font&lJN, 2014)

Succo di frutta

(100% succo) In Variazione
o 2009 2010 2011 2012 2013
volume (milioni di %09/13
litri)
Totale 7320 7191 7018 6780 6470 -4.6%
Di cui da
5670 5590 5302 5008 4668 -6,8%
concentrato
Nettari (25-99% di
, 4042 3924 3791 3678 3547 -3,6%
contenuto di frutta)
Totale 11272 11116 10809 10469 10017 -4.2%

Tabella 2.5. Le nazioni con consumi maggiori in vaime nel 2013AIJN, 2014)

Nazione Consumo (milioni di litri) Litri per persona

Germania 2486 30.7
Francia 1620 24.6

Regno Unito 1277 20.11

Spagna 985 20.99
Italia 726 11.71
Austria 213 25.0
Finlandia 153 28.3
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Figura 2.11 Consumi di succhi e nettari di frutta h UE per tipo di frutto (a destra) e per
tipo di imballaggio (a sinistra) (AIJN, 2014)

B Arancio

m Car
/—"\
H Vet

B Mixdi frutt

H Pera
= Pla )
B Aldicacca

| Altr B Pesca

u Altri

o

L

Figura 2.12. Consumo di succhi e nettari di fruttaper tipo di frutto (a destra)e di
imballaggio (a sinstra) in Italia (AIJN, 2014)

Il succo di frutta piu apprezzato € il succo dingia (Figura 2.11), seguito da dlo di
frutti misti, e da quello di mela, molto diffuso iRaesi come Austria, Polonia
Germania, mentre gli Spagnoli sono consumatorudcs di ananas e pesca.. |l tipc
confezionamento piu apprezzato dagli europei él@urltetre-pak seguito da cllo in
PET (Figura 2.12)

Per quanto riguarda il mercato Italiano, esso guihto in Europa con 726 milioni
litri di succo consumati Piu del 71% degli Italiatiquista questi prodotti in confezic
tetrapak e il tipo di frutto preferito &€ I'aranci(Figura 2.12) , seguito da frutti mis
pera ed albicocca.
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L’Italia risulta essere molto importante come Paaseluttore delle materie prime dei
succhi e nettari di frutta, essendo il primo préok& in Europa di pere, pesche,
albicocche e uva da tavola e il secondo di ardimeni, mele e prugne, totalizzando il
30% di tutta la produzione di frutta Europea seggddlla Spagna con il 23%.
Emergente in questo settore € la ricerca di nuoxaudlazioni con diversi tipi di frutta,
con l'aggiunta di latte o yogurt (gli smoothiesyatenzione per marchi a garanzia di
origine e provenienza (agricoltura biologica, comuie equo e solidale) o atti ad
enfatizzare le caratteistiche di alimenti ricchi ptopieta benefiche per la salute di

gueste bevande.

42



43



CAPITOLO 3
METODOLOGIE PER LA VERIFICA
DELLA AUTENTICITA
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La verifica della autenticita importante nel controllo della qualita e della s&ara
degli alimenti, oltre che un punto imprescindibper la tutela del consumatore
specialmente nel caso di alimenti processati oridire animale dove la possibilita
distinguere tra i vari ingdienti o modalita di produzione é piu diffici

L'autenticita e un criterio di qualita per alimeatingredienti alimentari, ed é richies
sempre piu universalmente, come risultato di tufelgislativa pr gli alimenti a
denominazione garantita ottenuti con produzioni certificatiGonzalvez et i, 2009).
L’autenticazionedi un alimentt pud coprire molti diversi aspetti, comga una
etichettaturdalsa, affermazioni ingannevoli cird’ origine e vari tipi di frodi alimente
(Drivelos e GeorgiolR012)

diluizione

mancata

tharazione

Adulterazione
aggiunta
non
consentita

sostituzione | Lk
/ \dichiarazione

Figura 3.1. Diagramma di flusso che illustra i varitipi di adulterazione.

Ci sono diversi tipi frodi alimentari, la prima tiwione si puo fare tra fro
commerciali e sanitarie, le prime non causano umadaeale alla salute pubblicaono
finalizzate solo alla produzione di profitti illécia danno del consumatore. Possic
ulteriormente dividere le frodi in quattro cla

Sofisticazione E’ un'operazione che consiste nell'aggiunger@stasize estranee,
sostituire uno o piu eleme di qualita e valore inferiore all'alimento, akedo la
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composizione naturale e simulandone la genuinitelascopo di migliorarne I'aspetto
o di coprirne difetti

Adulterazione Comprende tutte le operazioni che alterano lattstia originale di un
alimento mediante sostituzione di elementi propeil'@imento con altri estranei,
ovvero con la sottrazione di elementi propri dietianto, o ancora, con 'aumento della
qguantita proporzionale di uno o piu dei suoi cormgran al fine di ottenere un
tornaconto economico.

Contraffazione Consiste nel formare ex novo un alimento conpbapnza della

genuinita in quanto prodotto, in tutto o in parten sostanze diverse, per qualita o
guantita, da quelle che normalmente concorronaragdo.

Alterazione Modifiche dello stato chimico-fisico di un alimena seguito di fenomeni
degenerativi spontanei, determinati da errate nitadal eccessivo prolungamento dei
tempi di conservazione.

Le frodi sono quindi molteplici e sempre piu safiate, alcuni esempi sono descritti in
tabella 3.1.

3.1 Le frodi a scopo di lucro

Una contaminazione pu0 avvenire in maniera accalerd involontaria specialmente
quando i contadini o i produttori non sono consapeshe una serie di comportamenti
che hanno messo in atto potrebbero portare atitanonazione degli alimenti. Invece,
quando il cibo viene intenzionalmente adulteratofragmo in campo motivazioni
criminali di carattere economico.

Pratiche di contaminazione deliberata di alimerfarenaci sono ampiamente diffuse e
possono anche sfuggire i controlli in mercati poegolamentati, in cui la sorveglianza
e minima. Ad esempio, in Cina ci sono oltre 500.00(prese di trasformazione
alimentare e i sottili margini di profitto hannoirgfe alcuni proprietari a tagliare i costi
sostituendo cibo con ingredienti meno costosi (Zathal., 2012). Le sostituzioni
possono includere la diluizione del latte artifieiper neonati (Xiu e Klein, 2010), con
dietilene glicole come sostituto glicerina (US FD2008), o l'utilizzo illegale di
coloranti rossi in uova di anatra (Du e Sun, 2087)-etichettatura di prodotti ittici
(D'Amico et al., 2014). Se la contaminazione dehkee e motivata dal lucro, le pratiche,

se non scoperte, sono suscettibili ad essere wp@danning e Soon, 2014).
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Grazie al loro elevato valore di mercato, i prodatbase di carne sono spesso bersagli
per la sostituzione di specie e sofisticazioni (@esn et al., 2013). Da studi effettuati
in Sudafrica per i prodotti a base di carne tramfir (n = 139), € stato identificato che
il 68% dei campioni conteneva specie non sono Siathiarate sull'etichetta del
prodotto, con l'incidenza piu alta in salsicce pette di hamburger e salumi, in alimenti
trasformati, piuttosto che nella carne fresca. ®ogutine sono state identificate come
proteine vegetali non dichiarate in un gran nundroampioni (28%), mentre maiale
(37%) e pollo (23%) erano le specie animali nomidi@ate piu comunemente rilevate.
Cawthorn et al. (2013) hanno anche riportato lasgmea di carne di specie non
convenzionali come asino, capra e bufalo in sastihe alle carni dichiarate in
etichetta. A fine del loro lavoro, gli autori condbno che la falsa etichettatura delle
carni trasformate € comune in Sud Africa, e quesin solo viola le norme sulla
etichettatura, ma pone anche problemi di caratbe@omico, religioso, etico e di
impatto sulla salute.

Ogni tipo di frodi alimentari genera diversi potaizlivelli di guadagni monetari e il
grado di guadagno dipende da quanto sofisticata druffa e se questa viene
smascherata. Ad esempio, quando il caviale disgterbianco € sostituito con caviale
Beluga, i consumatori pagano cinque volte piu @&t per il prodotto (Cohen,1997).
Everstine et al. (2013) sostengono che le aduitaraa scopo di lucro rivelano vuoti
nelle metodologie di verifica a garanzia della gaathe possono essere sfruttati per
produrre danno intenzionale. Infatti le lacune pmgrammi o nelle interfacce tra i
diversi sistemi di certificazione della tracciatdili della garanzia di qualita saranno
prontamente sfruttati nel momento in cui si veafio da persone senza scrupoli per
ottenere benefici economici.

La proliferazione di nuovi adulteranti dimostra chealsiasi approccio di controllo

'screening-based deve essere veramente ad apopiata e diversificato per
raggiungere il suo obbiettivo. | test di verificai gprodotti possono essere costosi e
introdurre ritardi, in particolare in sede di isme®e frontaliere, in una catena di
approvvigionamento alimentare sempre molto semsibid al prezzo finale, sia alla
velocita di gestione al fine di ridurre al minimosti legati alla conservazione delle

scorte.
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In alcuni casi di frodi alimentari solo i truffate@anno come il cibo e stato manipolato e
in quale misura la sostituzione & un problemaidhettatura o di sicurezza alimentare e

di come sia stato introdotto nella catena alimentar

Tabella 3.1 Esempi di frodi alimentari

Tipo di frode Esempio

Sostituzione di un ingrediente con uno simile ma Uso dei succo di mela invece che di melograno
meno costoso Sostituire le sarde al posto del tonno

Miscelare latte di mucca a quello di bufala nella
produzione della mozzarella di bufala

Aggiunta di acqua, zuccheri, acidi e colorantiwaichi
di frutta

Aggiunta di oli vegetali piu economici a quelliaio

Adulterazione con ingredienti piu economici

valore

Carne di cavallo o asino nel salame
Ingredienti non dichiarati Aggiunta di fecola o di farina di patate o di amadli
formaggi per aumentare il peso del prodotto

Aggiunta di glicerolo al vino per aumentare il corp
Aggiunta di succo di mandarino al succo di arapeia
migliorare il colore

Adulterazioni per aumentare il valore Aggiunta di metanolo a vini di bassa gradazione per
aumentarla
Clordfilla e carotene aggiunti all’olio di semi per
renderlo simile all'Olio di oliva

Non dichiarare che un succo € stato preparato da
concentrato
Dichiarare un prodotto come fresco invece € stato
precedentemente congelato

Omissione o false dichiarazioni di trattamenti Latte inacidito neutralizzato con I'aggiunta di aod
Aggiunta di acqua ossigenata al latte per ridware |
carica batterica
Carni trattate con additivi per mascherare uno stato
alterazione o con sostanze coloranti non autoezzat

Pesce da acquacultura venduto some selvaggio
Prodotti da agricoltura convenzionale etichettathe

False dichiarazioni di origine geografica o di _ o
biologici

produzione ] ) .
Etichettare con la provenienza da una determinata

regione geografica diversa dalla reale.

. Tuttavia, i truffatori possono non avere né Birgsse né le conoscenze, l'esperienza, o
le risorse per determinare se la sostituzione madaipolazione attuata ponga alcun

rischio acuto o cronico per i consumatori. Quindischi per la salute pubblica a causa

49



di un cibo adulterato sono spesso sconosciutegfigoando e troppo tardi (Moore et al.,
2012).

Spink e Moyer (2011) hanno anche evidenziato conexhi per la salute pubblica da
cibo adulterato sono piu pericolosi rispetto allenamce tradizionali alla sicurezza
alimentare, perché i contaminanti sono spesso anvenizionali. Ci sono una serie non
esaustiva di potenziali contaminanti usati a satigacro ed e richiesto un alto grado di
conoscenza O perizia per adeguatamente quantificdoeo livello di rischio. Ed e
proprio la mancanza di conoscenza della loro esiste della loro pericolosita, accanto
al beneficio economico, che fa di alcuni adultarEnprima scelta per i truffatori.

L'uso dei test analitici non specifici nei testrdutine € uno dei fattori di rischio per
I'incidenza di delle adulterazioni (Everstine et @013). La vasta gamma di sostanze
che possono essere utilizzati nelle frodi aliment@ccoppiata con l'impossibilita di
analizzarle tutte, rende i tests convenzionali adatti per tutte le tipologie di frode
alimentare.

Ad esemplificazione di questo concetto, si puogrerun esempio. La adulterazione del
latte con la melammina si & potuta verificare pért metodo analitico utilizzato per
determinare il contenuto proteico era non-specifiofatti il metodo Kjealdahl o il
metodo Dumas misurano il tenore di proteine in Es®Ntenuto di azoto totale e non
distinguono tra azoto proteico o non proteico (Moet al., 2010). Come risultato di
questo, persone senza scrupoli hanno approfitita ldro conoscenza in chimica degli
alimenti per migliorare il livello del contenuto qteico del latte con una pratica
fraudolenta, sapendo che i test erano non specifici

Negli Stati Uniti la Pharmacopeia (2012) sostierme approccio proattivo in cui
ingredienti alimentari sono verificati per l'autertf, piuttosto che per l'assenza di
adulteranti specifici (Moore et al.,, 2012). Moore &. (2012) hanno esaminato e
raccolto oltre 1000 dati su frodi alimentari e awktanalitici pubblicati nella USP
Fraud Food Database nel 2012. La banca dati e pgilendividuare le tendenze e gli
sviluppi in questo campo e per fornire alle parteressate le informazioni sui metodi di
rilevazione delle frodi alimentari.

Secondo Primrose et al. (2010), la descrizione pdedotti alimentari in termini di

composizione totale, trasformazione od origine pegnativo, ma ci sono una serie di
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tecniche che hanno avuto successo nel verificangehticita di una alimento. Questo

include I'analisi degli isotopi stabili, genomicpmteomica.

La ricerca scientifica sullo sviluppo di metodi pler analisi della autenticita si é
sviluppata nella direzione della verifica della faymita del prodotto con le norme
alimentari e la legislazione sulla etichettatued ne di individuare frodi alimentari.

I metodi analitici sono stati quindi progettati perificare i requisiti di legge in materia
di denominazioni degli alimenti, il tipo e la quaatdi ingredienti dichiarati, il tipo di

trasformazione o di trattamento dei prodotti alitaein i marchi di provenienza

geografica.

Costi di Costi di
Metodi prepar‘azione Velocita acquisto ed
campione esercizio

Percentuale di
successo

NMR

IRMS

GCI/MS, LC/IMS

Spettroscopia
infrarosso (NR,
IR, Raman)

Analisi
elementare
(CPIMS, AAS,
ICP)

Fig. 3.2. Limiti e vantaggi delle varie tecniche aalitiche impiegate per la verifica della
autenticita in campo agroalimentare. Rosso: Valor@egativo, Verde: valore positivo.
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Le difficolta maggiormente riscontrate nello sviigpdi metodi per la verifica delle
frodi alimentari sono da attribuire alla grandeiakitita delle matrici considerate e alla
incertezza dei metodi analitici, quindi quando tsibdisce un limite o degli standard
nelle norme tecniche a cui fanno riferimento gfani di controllo questi fattori devono
essere sempre presi in considerazione.

Un’altra grande difficolta e I'individuazione di mieer specifici dell’alimento o
dell'ingrediente oggetto della verifica e del prrla in esame (adulterazione, origine
geografica, metodo di produzione).

Gli sforzi dei vari laboratori nel mondo hanno pegmdotto vari metodi affidabili,
alcuni dei quali sono stati poi convertiti in prdoee standard.

Il terzo, ma non meno importante, € la disponibitit campioni certificati autentici, da
usare come riferimento nello sviluppo del metodinfRose et al., 2010).

Le strategie utilizzate per rilevare sofisticazidmnno fatto affidamento su varie
tecniche strumentali e si sono evoluti attraversdempo e I'avanzamento della
tecnologia, tra le tecniche piu impiegate si elenca

Cromatografia liquida ad alte prestazioni (HPLC3s-gromatografia (GC), risonanza
magnetica nucleare(NMR), spettroscopia infraro$Ry, Epettroscopia a fluorescenza,
elettroforesi capillare (CE), spettrometria di nzasdi reazione di trasferimento
protonico (PTR-MS), naso elettronico accoppiato 868, le tecnologie del DNA e
I'analisi sensoriale se la spettrometria di massapporto isotopico (IRMS). Le varie
tecniche hanno rivelato ciascuna i propri vantagdimiti nella determinazione della
autenticita dei prodotti alimentari, i principatireo schematizzati nella figura 3.2.

In questo capitolo verranno trattate in manier@sestsolo le tecniche che riguardano
specificamente le matrici alimentari oggetto delkgpplicazioni sperimentali

successivamente descritte, ovvero latte da agnieoliiologica, succhi di frutta e vino.

3.2 Verifica dei succhi di frutta

Partendo dal fatto che attualmente non ci sonohsudic frutta con certificazione
geografica in Europa, anche perché le materie puereggono da parti diverse del
mondo, il problema della autenticazione dei suathifrutta € essenzialmente un

problema di verifica del mantenimento delle caratehe fisiche, chimiche,
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organolettiche e nutrizionali tipiche del frutto dai origina, come definito dal Codex
General standard for fruit and nectars 547-200§u&sto Codex che fa da riferimento
alle prove analitiche di verifica in questo setfagd indica che i succhi e i nettari di
frutta devono essere sottoposti a verifiche dirtidéa, composizione e qualita, quando
applicabile e quando richiesto.

Il Codex 247-2005 propone molti metodi analiticffelienti a risposta alle molteplici
frodi in questo settore, la tabella 3.2. ne riassahsuni.

Il parametro di qualita per tutti i prodotti derivdalla frutta & la percentuale in frutta,
che deve essere dichiarata in etichetta e rispaitdine di mantenere sia la qualita che
l'autenticita del prodotto.

Tabella 3.2. Alcuni metodi di analisi previsti neisucchi di frutta dal Codex Stan 247-2005

Obiettivo Metodo Principio
Antocianine (criterio di qualita e
o IFU Method No 71 -1 HPLC-DAD

autenticita)
Succo di barbabietola nei succhi _

o _ o AOAC 995.17 Deuterium NMR
(criterio di qualita e autenticita)
Oli essenziali (criterio di qualita e AOAC 968.20 | o _ _

Distillazione, titolazione
autenticita) FU Method no. 45
Fermentescibilita (criterio di ) ) )
. . IFU Method no 18 Microbiologico

gualita e autenticita)
Aminoacidi liberi (criterio di EN 12742

_ . Cromatografia liquida
gualita e autenticita) IFU Method no 57

Rapporto L-Malico/Acido malico
totale nel succo di mela (criterio di AOAC 993.05

Determinazione

. o enzimatica e HPLC
gualita e autenticita)

Prolina (criterio di qualita e EN 1141 )
Fotometria

autenticita) IFU Method no 49

Na, K, Ca, Mg (criterio di qualita e EN 1134 Spettroscopia ad

autenticita) IFU Method no 33 assorbimento atomico

IFU: International Federation of Fruit-Juice ProducA&GAC: Association of Official Agricultural

Chemists
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Il Codex 247-2005 propone molti metodi analitidfetenti a risposta alle molteplici
frodi in questo settore, la tabella 3.2. ne riassahsuni.

Il parametro di qualita per tutti i prodotti derivdalla frutta & la percentuale in frutta,
che deve essere dichiarata in etichetta e rispaitdine di mantenere sia la qualita che
l'autenticita del prodotto.

I succhi di frutta per il loro alto costo rappressro il target favorito per le
adulterazioni, la piu comune € quella di miscelbseicco di frutti poco costosi a quello
dei piu costosi, il prodotto cosi ottenuto non eisa I'etichetta dichiarata.

Sono stati fatti numerosi studi per ottimizzare odetadatti per il controllo della
autenticita e della determinazione del contenutioutia in questi prodotti. L'approccio
consiste sempre nella individuazione di componemitnici marker di quella tipologia
di frutto e nel confronto tra campioni consideratitentici e i campioni in esame,
tenendo sempre in considerazione la variabilitinaddé dovuta al tempo, al grado di
maturazione, all’'origine geografica a diversi psieproduttivi. Il maggior problema
analitico riscontrato € la grande complessita eabdita dei componenti frutto-
specifici.

Le tecniche analitiche per affrontare questa s$olao altrettanto numerose quanti sono
I diversi tipi di adulterazione, si va dalla classdeterminazione dei parametri chimici a
tecniche strumentali altamente sofisticate (Fugal.e2005).

La determinazione di un singolo componente del aymirebbe essere insufficiente a
fornire le informazioni necessarie, quindi si rieoispesso alla analisi di molteplici
parametri per una valutazione affidabile delle etéhza tra succhi puri e adulterati.
Questo approccio € ovviamente dispendioso in terdiiltempo e denaro e ha come
conseguenza la generazione di una notevole quantii@ti che deve essere poi soggetta
a trattamento statistico, un prerequisito per ¢gsazione dei probabili limiti delle
componenti rilevanti.

Ad oggi per determinare l'autenticita dei succlpies smascherare le adulterazioni sono
stati usati in combinazione una serie di analigatemetri diversi, quali i polifenoli, gli
acidi organici, gli amminoacidi e altri componenmntbrganiche (Garcia Wass et al.,
2000).
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3.2.1. Profilo dei polifenoli

| polifenoli sono composti con proprieta antiossiilala cui assunzione con la dieta é
associata a molti benefici sulla salute, come lavg@mnzione di varie malattie
degenerative, malattie cardiovascolari e cancron@dh et al., 2004). Migliaia di
polifenoli sono stati descritti in letteratura reeftutta e nei vegetali, e dal momento che
la composizione qualitativa e quantitativa in palibli nella frutta mostra differenze a
seconda, della specie, della cultivar e della thseaturazione, la determinazione della
composizione fenolica € uno strumento utile pepiitrollo dell'autenticita di prodotti a
base di frutta e per la rilevazione di additivi rmarmessi.

Nel Codex Stan 247-2005 non e previsto un metodol'pealisi del profilo e la
quantificazione dei polifenoli, mentre la loro dasahei succhi di frutta commerciali &
un parametro molto importante sia per la qualigé pér I'autenticita.

L'HPLC, e piu recentemente 'UPLC, é il metodo pisato per l'analisi di questi
composti accoppiato ad rivelatore a fotodiodi (DA(Diaz Garcia et al., 2013)in
combinazione con lo spettrometro di massa (MS),ecathesempio e stato usato per la
verifica dell’autenticita del succo di melograna(Bes e Crozier, 2012) o in quella dei
succhi di agrumi (Abad-Garcia et al., 2012), dotramite tecniche chemiometriche il
profilo di 15 composti fenolici ha permesso di cose un modello per distinguere tra
succhi di mandarino, arancia, pompelmo e limone.

Un gruppo importante di polifenoli e rappresent@dtie antocianine. Il loro profilo e il
loro contenuto sono usati confmgerprinting per l'autenticita dei frutti rossi, dal
momento che i loro patterns specifici possono aatirgela classificazione delle specie
da frutto e il rilevamento di miscele fraudolentdrutta di minor costo o di frutta con
un colore piu stabile, come €& ad esempio il cafle ftagole (Fugel et al. 2005). Anche
per la verifica dell’origine geografica il profildelle antocianine é risultato avere un alto
potere discriminante, come nel caso del succo dilimiproveniente dalla Turchia e
dalla Finlandia (Primetta et al., 2013).

Il metodo ufficiale per I'analisi delle antocianinei succhi di frutta riportato nel Codex
247-2005 e il metodo IFU no 71 con HPLC DAD. Il o ufficiale, che prevede il
solo utilizzo del rivelatore UV/Vis a 520 nm, e pensufficiente a determinare tutta la
varieta di polifenoli presenti in frutta e verdufaggiunta del rivelatore a fluorescenza

puo aggiungere la determinazione di un numero noagg@li composti importanti per la
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verifica della autenticita dei frutti rossi comestato dimostrato nel lavoro di Obon et al.
2011. Nella figura 3.3 & mostrato il cromatogranuthan estratto di mirtillo ottenuto
secondo il loro metodo cromatografico. Molti lavanalizzano al’lHPLC gli estratti di
succhi di frutta dopo idrolisi, come nel caso aeldro di Mattila et al. 2006 sul ribes
nero, questo tipo di trattamento perd non e idgrexde ricerche di autenticita in quanto
I composti determinati non sono quelli presentyimariamente nel succo analizzato. Lo
studio delle antocianidine, e in particolare quel&gli agliconi delle antocianine, si e
dimostrato un marker della origine geografica detiltih come descritto nel lavoro di
da Akerstrom et al. 2010 in cui il profilo di quieshtiossidanti si € rivelato latitudine —
dipendente. Mentre I'analisi degli acidi idrossitamici e risultato essere un buon
parametro di classificazione della varieta e delt@ine geografica dei succhi di
arancia, con l'acido p-cumarico il fattore deteramite nella discriminazione (Di Mauro
et al., 2002).
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Fig. 3.3. Cromatogramma HPLC con rivelazione fluornetrica di uno standardi di acidi
idrossicinnamici (A) e (B) di uno standard di adi idrossibenzoici e catechine.

In generale sono molti i metodi proposti per lalighaei profili delle varie classi di
polifenoli: antocianine, procianidine, flavoanofiavonoli, falvoni e acidi phenolici,

una review eusastiva su questi metodi e di Igreat-autori, 2011.
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3.2.2. Profilo degli acidi organici

Gli acidi organici sono molecole a basso peso noddee importanti nei succhi di frutta
perché ne influenzano le proprieta organolettiobemes I'aroma, il colore e il sapore.
Questi composti sono anche un indicatore di fresthes di qualita del prodotto e
vengono a volte aggiunti ai succhi come acidificgmér migliorarne il sapore o come
agenti antimicrobici (Dong, 1998).

Gli acidi piu usati per migliorare il sapore delievande sono il citrico, il tartarico, il
fumarico e il fosforico. Il citrico € il piu usatd.’analisi di questi acidi € usata per
controllare il grado di maturitd del frutto, I'ewdione della aciditd, ma anche la
purezza del succo di frutta. Infatti il fingerpiing degli acidi organici & stato dimostrato
un valido marker di comparazione tra succhi ditfyduri e adulterati (Ehling e Cole,
2011). L’acido tartarico e considerato discrimireapér il succo di uva, e I'acido malico
e tipico del succo di mela, quindi un eccesso éstjuacidi in altri tipi di succo di frutta
costosi sono indicatori di una aggiunta di quastchi economici come adulteranti.
Inoltre, dal momento che nella mela naturalmenteesfica solo la presenza l'acido L-
malico, la determinazione di acido D-malico indecanmistione di un racemo sintetico
di acido malico.

| rapporti tra chinico/citrico, chinico/malico etmco/malico sono importanti per la
verifica della autenticita del succo di mirtillosso, mentre il rapporto citrico/isocitrico
in quello di arancia dove se maggiore di 130 indioa aggiunta di acido citrico a
seguito di una diluizione (Diaz-Garcia et al., 2103

I metodi analitici maggiormente usati sono basatiascromatografia liquida a fase
inversa 0 a scambio ionico accoppiata con un riestaUV (Shui e Leong, 2002),

questa tecnica consente I'analisi simultanea tidlitacidi organici.

3.2.3 Profilo degli zuccheri

Gli zuccheri sono importanti nei succhi di frutierghé condizionano il gusto, I'aroma e
la qualita del prodotto in generale oltre ad essedecatori del grado di maturita del
frutto e delle condizioni di conservazione.

Il loro ruolo come marker di autenticita € nellafira di adulterazione che consiste nel
aggiunta di dolcificanti commerciali ai succhi, nriée la diluizione o la miscela di

succhi poco costosi o prodotti artificialmente pai costosi, la fonte del dolcificante
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per I'adulterazione puo essere il succo di un ditrtio o uno zucchero derivante da un
frutto o da una vegetale. Quindi la conoscenza itgtigh e quantitativa della
distribuzione degli zuccheri nei succhi di frutiarapporto tra i loro enantiomeri o il
rapporto tra zuccheri piu concentrati puo darermfzzioni importanti.

Lo sviluppo di prodotto derivanti dalla trasformazé del saccarosio (da canna o da
barbabietola) e delllamido (da granturco) ha caitobif problema dell'aggiunta di
zuccheri ai succhi di frutta, infatti questi sormmti economiche di zuccheri dai quali e
possibile preparare (tramite idrolisi acida o eratioe) miscele di
saccarosio:fruttosio:glucosio che sono molto sinailiquelle che comunemente si
trovano nei succhi. Il modo per smascherare quiestie e nella osservazione che
durante la produzione di questi derivati si formalegli oligosaccaridi quali prodotti
secondari, quindi la loro presenza non dipendeadato origine ma solo dal metodo
con cui sono stati prodotti, di conseguenza la soanza del profilo degli oligosaccaridi
presenti nel succo €& possibile capire la presenzauccheri adulteranti (Martinez
Montero et al. 2004).

Gli zuccheri sono difficili da separare tramite wramatografia liquida a fase inversa
convenzionale, inoltre mancano di cromofori e dipgi fluorescenti per la rivelazione
in UV-vis o in fluorescenza. | metodi piu usati soguindi quelli che usano colonne
LC-NH, con rivelazione a indice di rifrazione (RI), conetanitrile/ acqua come fase
mobile. La rivelazione RI ha una bassa sensihijigndi recentemente sono stati usati
anche il rivelatore a infrarossi e I'evaporativghli scattering.

La cromatografia ad alte prestazioni a scambiocmmon rivelazione amperometrica
(HPAE-PAD) risulta molto utile nel controllo di gste tipo di frode, permettendo una
quantificazione diretta con grande sensibilita a ualoce preparazione del campione,
ed infatti questa strumentazione € nel metodo iafecAOAC no. 995.13, che e usato
sia per la verifica di aggiunta di zuccheri addter sia per la autenticita dei succhi,
essendo il rapporto degli zuccheri specie-specifia esempio il succo di uva ha una
alta concentrazione in glucosio e fruttosio ma dasssaccarosio, mentre lo zucchero

predominante nel succo di mela € il fruttosio.
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3.2.4. Rapporti isotopici

Gli elementi idrogeno, carbonio, azoto e ossigearanb ciascuno due forme isotopiche
stabili H / *H, *C /*°C, *N / **N e 0 /*°0) il cui rapporto pud essere usato nella
verifica della autenticita dei succhi di frutta.

Un primo esempio dell'uso dell’analisi del rappdsmotopico'*C/*%C & il rilevamento di
zuccheri ed acqua aggiunti nei succhi di aranaareela. L'aggiunta di zucchero puo
essere rilevata se questo proviene da canna o idapiente G) mentre gli agrumi e la
mela sono piante {& quindi seguono due pathways di fissazione deDa diversi che
portano a diversi frazionamenti degli isotopi. Qaediscriminazione non € possibile se
l'aggiunta di zucchero proviene da barbabietolee ehuna pianta £ Per rilevare
I'aggiunta dello zucchero da barbabietola e poksitbamite la determinazione anche
del rapportdH/*H (Kelly et al., 2003).

In uno studio condotto su mele della Slovenia coalisi di vari rapporti isotopici
*3citvc, NN, o0, 2HI*H), analisi multi-elementare e di parametri come la
capacita antioossidante, il contenuto in vitamina @ polifenoli totali, ha caratterizzato
sia la origine botanica che geografica delle msia, il loro metodo di produzione
(convenzionale o biologico). Per la cultivar i attdeterminanti sono stati i valori di
8°C e 8N nelle proteine e5'°0 nell'acqua. L'origine geografica & stata ben
individuata grazie ai valori di*®0 e8°H nell'acqua e alla concentrazione di Rb e S nei
succhi di frutta, mentré™N & stato determinante per distinguere le melévend con
metodo biologico da quelle con metodo tradiziongmbabilmente per la diversa

origine dei fertilizzanti usati (Bizjak et al. 2012

3.2.5. Metodi PCR

La polymerase chain reactiofPCR) e una tecnica di biologia molecolare cheseate

di rilevare tratti molto piccoli di acido nuclei@di determinarne la sequenza attraverso
la loro amplificazione.

L’identificazione delle specie di origine degli rmknti tramite PCR ha raggiunto un
impiego consolidato per gli alimenti contenenti DNIiA quantita rilevabili, in
particolare carne e pesce (Mafra et al., 2008)cd¥ltrario, relativamente pochi studi
sono stati condotti sulla applicazione di dellentelse di biologia molecolare per la

verifica della autenticita e per il controllo diajiia di frutta e prodotti derivati.
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Le diverse impronte genomiche di varie cultivanghle sono stati analizzati da Morton,
Adams e Barbara (1993) usando PCR ed elettroferegel di agarosio. Questo metodo
rapido ha richiesto solo poco DNA e ha permesgsiiffarenziazione e I'identificazione
delle cultivar di melo indipendentemente dalle ttarsstiche morfologiche dei frutti.
Un approccio analitico per la rilevazione della légtazione di succo d'arancia con la
PCR tecnica é stata sviluppata da Knight (20009, lth ottenuto di poter quantificare
I'aggiunta del 2,5% succo di mandarino nel sucematicia, mentre Scott et al., 2009
hanno applicato questa tecnica per verificare l@gg@ di succi di mandarino e di
pompelmo a quello di arancia. Nel 2012 il gruppdddn ha proposto un metodo per la
verifica degli ingredienti di 7 succhi di fruttaeqa, mela, fragola, pesca, arancia, uva e
mandarino.

E’ opportuno sottolineare che l'applicabilita dediaalisi del DNA alla autenticazione
dei prodotti ortofrutticoli trasformati, in partitave dopo il trattamento termico, ha
dimostrato di essere limitata a causa della degrade del DNA, soprattutto in matrici
acide (Bauer et al., 2003).

3.3. La verifica dei vini

Il termine generico "adulterazione" nel vino sierice a diversi tipi di frode, ad
esempio: (i) la diluizione dei vini con acqua, (igggiunta di alcol, aggiunta di sostanze
coloranti e aromatizzanti, (iii) la miscela o lss8tuzione con vini di minore qualita, e
(iv) errori di etichettatura, ossia dichiaraziomaudolenta di cultivar e provenienza
geografica.

Si tratta di un argomento complesso, anche pe@h@itmativa del vino e diversa a
seconda del Paese di produzione. Ad esempio, @ glo stato della California
consentono l'aggiunta di una percentuale di acqguménma necessaria per facilitare la
normale fermentazione del vino mentre questo tipprdtica non e consentita dalla
legislazione UE.

Le norme UE si applicano alle tre aree chiave,iqual
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(i) la qualita e additivi utilizzo per fare divetii di vino, (ii) I'etichettatura, (iii) tenuta
dei registri (CE, 2009 a; CE, 2009 b), compresaldaumentazione necessario per
certificare l'autenticita dei vini essere traspiata contenitori alla rinfusa (CE, 2009c).
Inoltre, la "E-Bacchus" database online (CE, 204i8he regolarmente aggiornato con
le denominazioni di origine e delle indicazioni geafiche protette nelllUE. Purtroppo, i
regolamenti, le pratiche di buona fabbricazioneeeptocedure di tracciabilita non
sempre sono sufficienti a garantire I'autenticitéurd determinato prodotto, quindi una
delle principali sfide della autenticita vino e te&cessita di materiali di riferimento
accurati e standard che possono essere utilizeatgarantire la prova di identita del
vino (Versari et al., 2014).

La strada piu promettente, tuttavia, sembrano eggeavanzamenti nella tecnologia di
verifica del vino. Finché le autoritd hanno solo Vsta, I'olfatto, il gusto come
strumenti, e difficile rilevare I'adulterazione.

Secondo Penza e Cassano, il vino "é uno dei pilplamsi bevande alcoliche con oltre
1000 di componenti volatili identificati nel suoagpo di testa ". Questo dato rende il
rilevamento delle frodi attraverso l'olfatto e dl@ gusto quasi impossibile, mentre allo
stesso tempo complica molto anche I'analisi sdieati Tuttavia, un numero di diversi
approcci analitici si sono rivelati molto prometien

La maggioranza dei metodi analitici si basano andllisi delle caratteristiche dei
microelementi, composti fenolici, composti volatéi rapporti isotopici utilizzando
diversi metodi cromatografici e spettroscopici. €&@atmente, i composti volatili sono
utilizzati per caratterizzare varieta, gli oligomlenti sono utilizzati per la
discriminazione geografica, mentre i composti femaono utilizzati per entrambi gli
scopi. Oltre al classico approccio basato su urdisammirata alla identificazione di
composti caratteristici noti, € in grande svilupp@alternativa un approccio
metabolomica non mirato, che fornisce una unicaromga digitale chimica dei
campioni, e che ha recentemente trovato la suaicagmne preliminare nella
valutazione dell'autenticita di vino (Vaclavik ¢t 2011).

La composizione chimica di un qualsiasi vino diperessenzialmente da tre fonti
diverse: l'uva, il tipo di lievito usato per la faentazione e i contenitori usati durante la
produzione e la conservazione (Cozzolino e SmyAh3® La scelta di marker adatti ala

analisi di qualita edcutenticita € quindi molto complessa, in quest@a@@fo saranno
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riportati esempi di applicazioni di diverse tecrdch metodi disponili recentemente
pubblicati.

In generale i metodi per I'analisi dei vini sono adla lato “targeted”, ossia vanno
individuare composti specifici e valutano la lon@genza e la loro concentrazione

vini in oggetto.

Metodi Un-Targeted:
Fingeprint spettroscop
Fingerprint cromatograft
Fingerprint al nas:

elettronico

Metodi Targeted
Profilo dei Polifenoli
Profilo degli aminoacic
Analisi elementare

Flavonoidi

Composizione T~
Caratterizzazione:
Geografica
Botanica
Enologica

Figura 3.4. Metodi di Analisi Target e non target [@r il settore del vino

L’altro approccio € quello “i-targeted”, studia il segnale derivante dall’anatisi
campione dopo un determinato trattamento su unomsinto analitico, enza trarre
alcuna indicazione sulla sua composizione in tergiimolecole e loro concentrazior
derivando quindi una sorta di impronta digitale cnpione. Le tecniche coinvolte
guesti due approcci sono elencate in fit 3.4 e verranno esaminateseguito

La combinazione di analisi strumentale con tecndirenalisi statistica multivariata, |
consentito la classificazione con successo di tipridi vino in base alla variet
all'origine geografica, e ad alcuni aspetti del gagso di viniicazione. | metoc
statistici multivariati sono un potente strumen& |p studio e la classificione di uva
e vini, basatosull'insieme di dati chimici o sensoriali (Gonzal&z Pefi-Mendez,

2000). Ad esempidianalisi delle componenti principali (PCA molto spesso utilizzat
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per stabilire le relazioni e la differenziaziona te variabili, mentre I'analisi di cluster
(CA) e impiegato per evidenziare il naturale raggamenti dei campioni. La linear
discriminant analysis (LDA) e applicata per seleai@ le variabili piu importanti e
significative, (Granato et al., 2010; KorenovskaStihaj, 2005; Oliveri & Downey,
2012).

3.3.1. Tecniche cromatografiche

La cromatografia liquida ad alte prestazioni (HPLaZroppiata a rivelatori UV-Vis,
fluorescenza o a spettrometri di massa e abitudaendilizzata per I'analisi di composti
fenolici, acidi organici, carboidrati, aminoacidnicotossine, ecc (Versari et al., 2014)
Inoltre, i risultati di questo tipo di analisi sorstati proposti in combinazione con
tecniche chemiometriche e utilizzati per la clasa#ione o il riconoscimento dei vini.

Il fingerprinting degli antociani di diverse varetli uve da vino rosso sono usati per
discriminare varieta di vino (Garcia Beneytez et 2002). In uno studio in cui sono
stati analizzati vini spagnoli da sei vitigni e deene di produzione, I'analisi HPLC-
DAD di antociani, seguita da PCA, ha permessoabikte un buon grado di relazione
tra alcune di queste variabili e le varieta di amalizzate (Arozarena et al., 2000). In un
‘altro studio le varieta Tannat, Cabernet Sauvigeoklerlot sono state correttamente
classificate in base al loro profilo di antocian{@nzalez-Neves et al., 2007). Anche i
flavonoli analizzati su 34 genotipi di uva coltigag raccolte nelle medesime condizioni
sono stati buoni discriminanti tra le diverse aalti una volta analizzati con la PCA
(Ferrandino et al., 2012).

Quando i dati di piu composti fenolici sono anaditzzinsieme con tecniche
chemiometriche il loro potere discriminante aumefitedo ad arrivare alla corretta
classificazione geografica tramite LDA del 100% dii Chardonnay e del 91% dei
vini Cabernet Sauvignon provenienti da due regdeii’ Australia (Bellomarino et al.,
2009), mentre l'analisi sensibile e selettiva c@@/MS ha permesso la discriminazione
di vini australiani in base a origine, cultivarrenata di produzione (Jaitz et al., 2010).
Per quanto riguarda invece l'analisi un-targeted piefili cromatografici usata per
scopi di classificazione, oltre all'unico caso in € stata applicata I'analisi un-targeted
dei cromatogrammi HPLC-UV/Vis, originariamente desti alla identificazione di

composti fenolici nei vini cileni e poi utilizzatainche con scopi di classificazione
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(Beltran et al., 2006), la maggior parte degli stuortati in letteratura coinvolge la
rivelazione con spettrometria di massa, questimgtnii sono progettati per misurare le
masse di atomi o molecole, e possono essere @sdtigaciare il profilo dei metaboliti
presenti in un campione complesso come il vino.

In uno studio condotto su campioni commercialirditarieta di vino rosso, lo spettro
MS un-targeted dei campioni analizzati con il LC@QH-MS sono stati elaborati
automaticamente con un software commerciale chevihgpato un modello predittivo
consentendo la corretta classificazione di quaS6%o dei campioni (Vaclavik et al.,
2011). In un altro studio in cui si propone un ndetdJHPLC-QTOF-MS per profili
metabolomici, due ioni caratteristici con rapporti/ z di 479.0831 e 781.1985 sono
stati selezionati arbitrariamente come marcatoscritninanti per tre varieta di vino
rosso (Merlot, Syrah e Pinot Noir). Il rapportoddio/781 era significativamente diverso
per i tre insiemi di campioni analizzati da un ANA®\onvenzionale (Delcambre &
Saucier, 2013). Analogamente, il FT-ICR-MS da soldn combinazione con un
cromatografo liquido é stato usato per discrimirtaaele specie di legno di quercia in
cui il vino era stato invecchiato (Gougeon et2009).

Un possibile inconveniente sull'impiego di compdsholici per la autenticazione del
vino e la notevole variazione della loro composigi®@ concentrazione a seconda delle
tecniche di vinificazione e di invecchiamento (azkrapio a seguito di reazioni di
ossidazione). Inoltre, considerando che il contereitla composizione di composti
fenolici nelle uve puo essere fortemente influemz#a fattori climatici, ambientali e

viticoli di un dato anno, risulta fondamentale ¢wdei dati da annate diverse.

3.3.2. | composti volatili del vino

E 'ben noto che l'aroma dei vini puo essere inftatm da molti fattori, tra i quali
vitigno, clima, condizioni di fermentazione, cepbilievito, processo di vinificazione e
le condizioni di invecchiamento e di stoccaggio r@@mte et al., 2012; Styger et al.,
2011), pertanto per convalidare l'autenticita di gulla base di composti volatili vi € la
necessita di una adeguata numerosita del campione.

| composti volatili sono solitamente analizzati naete gascromatografia (GC) e naso
elettronico accoppiato con MS o altri rivelatoria Icapacita del naso elettronico di

discriminare I'origine geografica, la varieta dievie diverse percentuali di diluizione
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con acqua di quattro vini rossi (Vinifera L .:Cabernet Sauvignon e Merlot, e due di
varieta ibride: Dornfeldere e Rondo), € stato tigiar da Antoce & Namolosanu, 2011.
Un altro interessante studio e stato pubblicato 2ell (Weldegergis, 2011).
L’estrazione stir bar sorptive (SBSE) accoppiato gas cromatografia- spettrometria di
massa a quadrupolo (GC-QMS) é stato utilizzatodmariminare 334 campioni di vini
sudafricani di 6 vitigni di Sauvignon Blanc (fromsiChardonnay, Pinotage, Shiraz,
Cabernet Sauvignon, Merlot) e sei diverse regianprdvenienza, tutti della stessa
annata 2005. La LDA e stata utilizzata per disamané questi vini secondo la cultivar
di uva. Sono stati individuati alcuni composti wdiacome potenziali predittori di
cultivar di vino bianco. In particolare, i vini Sagnon Blanc e Chardonnay sono stati
classificati correttamente (100%), a causa del leftevato contenuto di acido
propanoico, o-cresolo (Sauvignon Blanc), acidoieset vanillina (Chardonnay), I'alto
livello di vanillina & probabilmente a causa ditttenenti di rovere che sono il piu
frequenti nello Chardonnay. La percentuale di [miewvie per le cultivar di vino rosso
era abbastanza scarsa, ad eccezione dei vini Ben{tapacita di previsione del 97%),
per i quali tre composti volatili furono identifitaome predittori accurati.

Oltre la differenziazione in base alla varieta de witilizzate i composti volatici sono
stati usati per la classificazione sulla base dwligine geografica.

Robinson et al. (2012)hanno usato la HS-SPME edmatografia bidimensionale con
analizzatore di massa a tempo di volo (GC x GCTOFMSS la differenziazione di vini
Cabernet Sauvignon (30 campioni) provenienti daidddverse regioni australiane
applicando poi tecniche chemiometriche.

La capacita di classificare l'origine geografica dimi del naso elettronico é stata
esplorata in uno studio sui vini Tempranillo prddah Australia (35 campioni) e
Spagna (25 campioni) su sei annate (1999-2004guiinl tasso di previsione e stata
ottenuta con LDA (86%) (Cynkar et al., 2010).

| composti volatili del vino sono stati inoltre imegati per distinguere tra annate diverse
(Kruzlicova et al., 2009) e tra durate diverse 'oelecchiamento (Perestrelo et al.,
2011). Le applicazioni piu interessanti si trovasemz’altro nei studi in cui essi sono
stati utilizzati come markers del legno.

In UE e consentito l'uso di trucioli di quercia plar produzione di vini e questo

dovrebbe essere riportato in etichetta, per evite@ (CE, 2006). In Italia, l'uso dei
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trucioli & limitato per i vini DOP, per preservdtalta qualita dei vini invecchiati in
botti. Pertanto, i vini etichettati con invecchiamtein botte non possono essere trattati
con trucioli di quercia. A questo scopo i composbiatili, di cui 2-furaldeide, 5-
methylfuraldéhyde, 2-metossifenolo (cioé gaiacd)p-dimetossifenolo, eugenolo,
Vanillina, isoeugenolo, acetovanillone, bis 1- ddessi-3-metossifenil) -2-propanone,
siringaldeide e desaspidinol ha permesso di discara con successo fino al 94% dei
vini (1617 campioni) invecchiati in botti da qudHattati con trucioli di quercia (Traccia
et al., 2013).

3.3.3. Analisi dei minerali

Il fingerprinting del contenuto di metalli in traeaei vini € un metodo utilissimo per
autenticare l'origine geografica degli stessi. haliai dei microelementi nei vini sono di
solito eseguite tramite spettroscopia di assorbimatomico (AAS), spettrometria di
emissione ad atomica con plasma ad accoppiamendattivo (ICP-AES) o
spettrometria di massa ICP-(ICP-MS), una tecnioa lth reso le analisi di elementi
multipli piu economica e veloce (Pyrzynska, 2004).

La presenza e la concentrazione di oligoeleméfigtte sia la geochimica del suolo nel
quale le viti sono cresciute, sia l'influenza dekrvento umano ((i) la mobilita gli
elementi dalle rocce al suolo e dal suolo alluya) le pratiche agricole, (iii)
I'assorbimento della pianta che puo variare covitigno e I'innesto,(iv) i processi di
vinificazione e (iv) I'imballaggio e le condiziodi conservazione (Hopfer et al., 2013).
Un recente tentativo di discriminare suoli, uveird (56 campioni) provenienti da sette
regioni produlttrici di vino cinesi (Shihezi, Qilianlelanshan, Huailai, Changli, Penglali,
e Deqin) utilizzando la LDA ha rivelato che 10 pa#dri (Sc, V, Cr, Ga, SE, Sr, Pd, Sn,
Tl, e U) erano necessari per distinguere la prareza geografica dei vini con il 100%
di precisione. Interessante notare che una buon&lapione si e verificato tra gli
elementi descrittori solo tra suolo vs uva e uvaviv® (cioé con una mancanza di
correlazione tra vino e suolo) (Zou et al., 2012).

Galgano e collaboratori (2008) hanno applicato ralesi delle variabili canoniche
(CVA) e la CA alla caratterizzazione di 120 vinisso commerciali prodotti in tre
regioni dell’ltalia meridionale (Basilicata, Caleb e Campania) in base al loro

contenuto di macro e microelementi, e lantanidi. Butotale di 61 analiti, solo 29
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elementi sono risultati utili a discriminare i viprovenienti da queste regioni (9
macroelementi: Al, B, Ca, Fe, K, Mg, Mn, Rb, Zn; mikro-elementi: Ag, Ba, Cd, Ga,
I, Li, Sc, Th, Ti, Tl, V, Zr; e 8 lantanidi: Eu, L.du, Nd, Pr, Sm, Tm, Yb). Inoltre,
'ANOVA ha dimostrato che composizione elemento ndipendeva l'anno di
produzione del vino: 2000-2002.

Da segnalare il progetto WINES-DB, finanziato dadllammissione Europea nel 2002
per la costruzione di una banca dati di parameialitci di vini provenienti da paesi
terzi. Un totale di 1.188 campioni di vino (50% exntici e 50% commerciali) furono
raccolt per tre anni consecutivi, poi analizzati & sostanze chimiche. Il set di dati &
stato analizzato con particolare attenzione al rotlat di frodi utilizzando diverse
tecniche di modellazione di classe, tra cui SIMCBAINEQ. Gli elementi selezionati al
fine di migliorare la classificazione dei vini ros®no stati: V, Mn, Cd, S, As, Pb, Zn,
Ni e Cs; mentre per i vini bianchi, i marcatoriléicgono stati: Y, Rb, U, Pb, As, Cd, Er,
V, Mn, Ba, Fe, Cl e Ca.

Per la separazione dei vini provenienti dalla Rétioa Ungherese e dalla Romania la
tecnica chemiometrica UNEQ ha dato il modello naigdiin termini di efficienza per
vini rossi (96.48%) rispetto ai bianchi (86,65%). dquesto studio, i vini sudafricani
erano modellati separatamente (Forina et al.,, 2008psti vini possono essere
facilmente discriminati da quelli degli altri Paesilla base di un singolo rapporto
isotopico Etanolo (D/H) (R6misch et al., 2009). t&tmine del progetto WINES-DB
sono stati studiati piu di 1800 vini provenientitda annate (2002-2004 per i paesi UE;
2003-2005 per gli altri) (Schlesier et al., 2009pamalizzati con tecniche statistiche
univariate (Smeyers-Verbeke et al., 2009) e muitata (Romisch et al., 2009).

La distinzione di autentici vini bianchi e rossi d¢fheresi, Rumeni e Cechi e stata
possibile utilizzando vari minerali come varialiiggetto poi di una PLS-DA che ha
portato ad una corretta classificazione (tra 8®@24) dei vini commerciali provenienti
dai paesi dellEuropa orientale. Gli elementi clomtcbuiscono maggiormente alla
costruzione del modello discriminante sono statiSij Mn, Na, Y, V, U, Cd per vini
bianchi e Cd, S, Cr, La, V, CI, Pb per i vini rod&20misch et al., 2009).

Giova evidenziare che il contenuto di alcuni eletndelle terre rare nei vini, come La,
Ce, Pr, Nd,Sm, Eu, Gd, Tb, Dy, Ho, Er, Tm, Yb e lpwo essere notevolmente

influenzato dai trattamenti con bentonite, infattssono aumentare anche di 1-2 ordini
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di grandezza dopo questo trattamento e di quasirdine di grandezza durante
I'invecchiamento, rappresentando quindi un validokar per i processi enologici (Del
Mar et al., 2004).

3.3.4. Tecniche Isotopiche

La distribuzione di isotopi stabili in biomolecolé controllata da processi di
frazionamento biotici e abiotici che vengono ugéi per rivelare adulterazioni di vino,
come lo zuccheraggio o I'aggiunta di acqua, o pagere usato per trarre informazioni
sulla sua origine geografica.

Le analisi sul rapporto (D/H)sono effettuate attraverso NMR Site-specific Natur
Isotopic Fractionation (SNIF®), mentre i rappdfiD/*°0 e *C/**C sono misurati con
lo spettrometro di massa a rapporto isotopico (IRNossmann et al., 1996). La
corrispondenza delle caratteristiche del vino carslia etichetta viene poi valutata
mediante comparazioni uni variate con una banca datcampioni autentici,
ufficialmente istituito dallUE dal 1991 (CE, 19913. Tuttavia, il confronto mediante
analisi multivariata é stato dimostrato di essepesore agli approcci univariati a causa

della sua maggiore sensibilita e specificita (Doidet al., 2012).

3.3.4.1. Rapportd®C AC

Il piu importante frazionamento biotico € quelloadirbonio e idrogeno che si svolge
durante la fotosintesi e la biosintesi di zuccleerorelativo etanolo.

Il **C /°C dell'etanolo & influenzato dalla origine botarde#io zucchero fermentato, ed
e piu alto per le piante a cilclo;Cad esempio la canna e mais) che per quelle @ Cicl
(ad esempio uva e barbabietole) (Dordevic et QL 32

Le normative europee (CE, 1990 1997, 2003) stabitis che il rapporto D/H nel
gruppo metile dell' etanolo (identificato con latarione (D/H)) e il metodo di
elezione per ottenere informazioni circa l'originetanica dello zucchero fermentato.
Valori tipici del rapporto (D/H) per le barbabietole, il vino e zuccheri di canoacs
91,5-93,5 ppm, 98-104 e 109-112 ppm, rispettivament

Il rapporto **C/*°C, spesso espressa coltéC dal riferimento Pee Dee Belemnite
(standard PDB che per definizione avere un vala&C di 0), € fondamentale in caso
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di adulterazioni di vino con zuccheri o di etand® mais e canna, perché fortemente
influenzato solo da piante,C

Riguardo all'uso di3'*C per identificare I'origine geografica del vino @evic e
coautori (2013), hanno analizzato 5220 campionividio italiano raccolti per la
costruzione del database di vino dellUE nel peria2D00-2010. | modelli di
classificazione univariata sono stati caratterizdatuna sensibilita del 97,9%, ma solo
il 35,2% di specificita, che e stato migliorato @6 tramite la costruzione di modelli
multivariati.

Un esempio recente della caratterizzazione ddjiloei geografica con isotopi viene dal
gruppo argentino di Di Paola-Naranjo et al., (20iqyali hanno studiato 51 vini rossi
autentici provenienti dalle regioni di Mendoza, Saan e Cordoba i prodotti nel 2007 e
nel 2008. 115°C ha mostrato i valori pit bassi per la regione panalta media di
precipitazioni annuale, ma sono stati collegathanad altri diversi inputs sul suolo (es.
il contenuto di sostanze organiche da piante G).

3.3.4.2. Rapportd®0/*°0

Il razionale della applicazione di questo rapp@dame marker di autenticita del vino e
nel fatto che durante la maturazione delle uveiffeente frazionamento dell'acqua
nelle uve rende il rapportfO/*°0 dell’'acqua dell’uva superiore a quella dell'acqua
della terra trasportata attraverso le radici ngititr

L'applicazione principale del rapport®/*°0 & lidentificazione di aggiunte di acqua di
rubinetto o di pozzo nel mosto d'uva. Ad esempio ipeampioni del Vino Italiano
raccolti per la banca dati dellUE nel periodo @D10, I' intervallo di confidenza al
95% pers'®O aveva come limiti -1.3 e 8.9, mentre I'acquaald& -5 per le regioni
meridionali e -9 per le settentrionali (Dordeviaét 2013).

Il rapporto **0/*°0 insieme al rapporto D/H del gruppo etilenico deitanolo,
identificato con la notazione (D/KH)}ono legati alle condizioni climatiche durante la
maturazione delle uve e, a sua volta, all'annoadedindemmia. La ragione di questa
osservazione € nel piu alto tasso di evaporazietfacjua nei climi caldi, che causa un
arricchimento di*®0 durante la maturazione delle uve. Il valét&O dell'acqua nel
vino, che riflette il rapporto rispetto ad uno stard internazionale, Vienna standard

Media Ocean Water (VSMOW), e particolarmente intiMeaper l'origine geografica
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del vino. In climi caldi e secchi, come 'AustralieSud Africa e il sud della Spagna, si
osservano valori elevati &'°0 (7.5, 8.5 e 6.0, rispettivamente), consideraniu® it
Cile & mitigato dal clima costierd’fO = 3,5), e che I'Argentina & influenzata dal
freddo clima continentale delle Ande che non fasa®itale arricchimenta'tO = -1.0),
rispetto all'Europadt®0 = -0.5 / + 3.0) (Fauhl-Hassek, 2009).

Poiché la posizione della vigna gioca un ruolo ingoate nel determinare le condizioni
climatiche durante la maturazione delle uve, i capp(D/H) », *0/*°0O e, in misura
minore,*C/*?C possono determinare I'origine geografica dei.vini

A tale proposito va notato che la determinazione qaesti parametri dell'anno di
produzione di una data denominazione risulti pitidabile della distinzione tra
denominazioni diverse ed inoltre I'effetti dell'sata di raccolta sul frazionamento
isotopico rendono difficile l'uso di questo paramosetper la distinzione tra
denominazioni a lungo termine (Charlton et al.,®01

L’introduzione del regolamento europeo 606/2009 ,(@B09a), che permette la
riduzione della concentrazione di etanolo fino & 2ol/vol ha creato un problema
nell'uso di questa tecnica. Infatti le procedure donsentono di ottenere tale scopo
possono alterare i rapporti isotopici stabili neloy compromettendo la loro relazione
con annata, provenienza geografica e verifica ditadhzioni. Recentemente, Fedrizzi
et al. (2013) hanno studiato il problema, e unaziohe del 2% di etanolo ha causato
una diminuzione di 0,9 %. n&%0 nel vino Sangiovese, rispetto a una riduziorsoth

0,3 %o nei vini Chianti.

3.3.4.3. L’approccio metabolomico

A partire dagli anni Novanta, l'applicazione diffugdi tecniche per la ricerca
metabolomica ha aperto una serie di possibilitalpetenticazione di uva, mosto e
vino. Questo approccio si concentra sulla serie pteta dei metaboliti che pesano
meno di 1500 Da nell"uva, nel mosto o nel vino.

La grande maggioranza dei lavori in questo campm swncentrati su caratteristiche
come vitigno, origine e annata, e si basano suoohgi molecole coinvolte nello stesso
ciclo metabolico, dando origine ad una indagin@rdfiling metabolico, la cui analisi

non puo che essere poi che effettuata tramite dieeninultivariate. Questo approccio
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appare particolarmente utile per la comprensioonéopda del processo di vinificazione
e per individuarne i punti di miglioramento.

Laghi et al., 2014 hanno osservato il profilo metamico tramite'H NMR di vini
Sangiovese da agricoltura biologica della regiomeiliB-Romagna nel 2010-2012.
L'annata € risultata avere |' effetto maggiore pubfilo metabolomico con l'acido
idrossifenil-piruvico e I' alcool feniletilico catirizzati dalla maggiore variabilita.
Un'alternativa alle indagini sui profili metabol®bno rappresentati dall'approccio con il
fingerprint metabolico per l'intero spettro NMR d@pplicazione di tecniche statistiche
multivariata, che rientra nei metodi un-targeted.

Il vantaggio principale di questo approccio €, elflla mancanza di una fase di
quantificazione intermedia, la possibilita di sfané le informazioni proposte da tutte le
molecole che danno una segnale NMR, compresi qobBl non possono essere
quantificati o neanche identificati. Un'applicazidnteressante dH NMR per indagini
con fingerprinting é la possibilita di discriminaveni monovarietali da miscele e, in
questa ultima situazione, identificare la loro casipione. In un lavoro su quattro vini
italiani: Montepulciano d'Abruzzo, Sangiovese, Gabe e Merlot, mescolati in
percentuali dal 10 al 70%, la LDA ha permesso #tiriiione tra vini puri e miscelati,
mentre la ANN l'identificazione della percentuategente nelle miscele, con un10% di
precisione (Imparato et al., 2011).

In un altro studio campioni di Lambrusco dolce ecsesono stati analizzati cdhi
NMR, accoppiato con PLS-DA, attraverso un approdongerprinting, al fine di
individuare le peculiarita di tre fonti varietalB@rbara, Salamino di Santa Croce e
Grasparossa di Castelvetro) con una specificitarsone al 72,3% (Papotti et al., 2013).
Il limite principale del NMR é rappresentato dadlearsa sensibilita rispetto alle altre
tecniche spettrometriche. Quando si studia il tiamite'H NMR & pratica abbastanza
comune includere uno step di una liofilizzaziomemodo da ridurre l'influenza delle
due molecole prevalentemente presenti nel vin@ a@ua ed etanolo. Questo porta ad
un aumento del numero di molecole quantificabiloflg, 2011), ma questa procedura

favorisce la evaporazione o la precipitazione arttimeolte molecole.
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3.4. Verifica del latte da agricoltura biologica

Da un punto di vista analitico, I'autenticaziona @eodotti alimentari da agricoltura
biologica € un problema difficile che é stato ahtce della attenzione della comunita
scientifica mondiale, come testimoniano le attid& gruppo di lavoro sulla autenticita
finanziato dalla UE del progetto “AuthenticFood €ddrganics”, e numerosi studi
scientifici che si sono succeduti negli anni passat

Revisioni molto dettagliate della letteratura saligponibili sulle differenze tra prodotti
biologici e convenzionali da un punto di vista mitnale (Lairon, 2010; Dangour et
al., 2009; Brandt et al., 2011; Hunter et al., 2011

Mentre la sola revisione delle strategie di analise possono essere impiegate per
l'autenticazione dei prodotti biologici € quella @apuano et al., 2013. Nel dettaglio
sono riportate solo le tecniche utili per la vedfidella autenticita del latte e dei prodotti
caseari prodotti da allevamenti con metodo biologic

3.4.1 Isotopi stabili

Negli animali, rapporti isotopici stabili sono detenati principalmente dalla dieta,
anche se un ulteriore arricchimento degli isotopsgmti puo verificarsi durante il
metabolismo. E’ stato dimostrato che il latte tie in modo molto rapido i
cambiamenti degli isotopi dei mangimi.33C nei mangimi dipende fortemente dal
contributo relativo delle piantes0C, e CAM.

Dato che il pascolo & composto quasi esclusivaméatgiante G i livelli di §°C
dovrebbero essere inferiori per il latte prodotiontcche allocate al pascolo-o alleviate
con metodo biologico.

Infatti, & stato dimostrato che i valdi*C nel latte di vacche nutrite con erba sono
sensibilmente inferiori a quelli del latte di mueclalimentate con mais o grano.
Molkentin e Giesemann (2007, 2009) hanno riportata differenza sostanziale dei
valori di 5°C nella parte grassa del latte tra campioni del&iblogico (-28 %o ) e
convenzionale (-26.6 %.) durante tutto l'anno. Qaedifferenza potrebbe essere
spiegata dalla diversa percentuale di mais nei imandy'alimentazione di base nella

fattoria tradizionale era infatti composta dal 6@Pinsilato di mais durante tutto I'anno,
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mentre l'azienda agricola biologica utilizzava spiocole quantita di insilato di mais
durante il periodo di pascolo.

| rapporti isotopici sono pero condizionati da repltci fattori tali da rendere difficile
una generalizzazione dei risultati. Gli stessi autopramenzionati evidenziavano nei
loro articoli come i risultati dello studio eranppdicabili solamente a campioni di latte
puro e di origine tedesca.

Nel loro lavoro piu recente, Molkentin e Giesem@2010) segnalano una variazione
stagionale dei valors*C nelle proteine del latte biologico e nei campioiilatte
tradizionali. Una netta differenza si evidenziave futto I'anno tra latte biologico e
convenzionale, senza sovrapposizioni, e si coneludae i valoris**C nelle proteine e
nel grasso del latte sono ugualmente adatti peteldicazione di latte biologico, in
quanto entrambi dipendono dalla percentuale di melis alimentazione delle vacche.
Inoltre, a causa del costante frazionamento diazacbisotopi tra proteine e grassi del
latte, la determinazione simultanea dei vadtC nelle proteine e nel grasso del latte
puo essere utilizzata per svelare I'aggiunta fréemta di grasso non biologico al latte
biologico.

Per quanto riguarda gli isotopi dell’ azoto, il gigdsanté®N & arricchito nelle proteine
lungo la catena alimentare. Secondo le norme ggnidoltura biologica, tutti i mangimi
devono essere ottenuti da agricoltura biologicafegpibilmente dalla stessa azienda
agricola.

Dal momento che i fertilizzanti artificiali sonoetati nella agricoltura biologica, e il
concime biologico contiene relativamente pilN dei concimi chimici, che sono
comunemente prodotti dalla fissazione di &imosferico, il3*°N dovrebbe essere pil
elevato nella produzione biologica.

Al contrario, Molkentin e Giesemann (2009,2010) elkéntin 2009 hanno osservato
un piu alto livello dis*®N nel latte convenzionale.

Gli autori hanno ipotizzato che le mucche allevaievenzionalmente potrebbero essere
state alimentate con una quantita elevata di leg(ohe fissano direttamente, N
atmosferico e quindi hanno mind¥&N) e / o che una quantita significativa di liquame
da animali di allevamento (che ha significativaneepit alto51*°N) sarebbe stato

utilizzato in aziende agricole convenzionali
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3.4.2. Acido fitanico

Acido fitanico (acido 3,7,11,15-tetrametil esadecanpieoun acido grasso a catena
ramificata che viene prodotto mediante ossidazimeiterica e bioidrogenazione della
catena laterale della clorofilla nel rumine. L'azifitanico non puo essere sintetizzato
de novo dai mammiferi e quindi & derivato esclusigate dall'alimentazione( Capuano
et al., 2013). Per questa ragione, I'acido fitarec suo metabolita principale I'acido
pristanico sono stati proposti come potenziali ragme per i prodotti lattiero caseari
ottenuti da allevamenti alimentati a pascolo, oewdti biologicamente dove la
percentuale di erba nella dieta e piu elevata.

Schoder et al. 2010 hanno studiato la variaziorengliera dell’acido fitanico e
dell'acido pristanico in campioni di latte vaccinda allevamenti biologici e
convenzionali. Nel latte biologico, I'acido fitamicha raggiunto in media il valore di
3.14 g per kg di grasso, con un livello minimo 4& g per kg di grasso, mentre la
concentrazione di acido fitanico piu alta nel lattewvenzionale era 1,77 g per kg di
grasso.

Allo stesso modo, Vetter e Schroder (2010) hanrgersto che i livelli di acido
fitanico nel latte e nei formaggi biologici supesawo quelli dei prodotti convenzionali
del 50% e che le concentrazioni di acido pristagi@no significativamente piu elevate
nei prodotti biologici.

| ranges di concentrazione dei due acidi gras$e rkele categorie presentavano pero dei
punti di sovrapposizione, rendendo cosi impossibih@ discriminazione completa
tramite la sola determinazione di questi due acidi.

Per esplorare ulteriormente I'utilitd di acido fited come marcatore per il latte
biologico, Schroder e Vetter (2011) hanno studid#o distribuzione dei due
stereoisomeri dell'acido fitanico, RRR e SRR. @lioai hanno scoperto che la quantita
dello stereocisomero SRR dell'acido fitanico nonesapa mai il 50% in tutti i campioni
di latte biologico, mentre tale valore era comprea®0 e 85% per i campioni prelevati
da vacche allevate convenzionalmente.

Gli autori suggeriscono che il rapporto degli stésemeri puo essere usato come uno
strumento per l'autenticazione di latte biologiEonoto che la popolazione microbica
nel rumine cambia a seconda della dieta dell’areémal probabile che i batteri del

rumine dominanti in condizioni alimentari caratteate da una grande quantita di erba
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favorirebbero la produzione di acido RRR-fitaniaggntre i batteri dominanti a seguito
di una dieta ricca di concentrato favorirebberpriaduzione di acido fitanico SRR.

E interessante notare che la composizione in ssam@eri di acido fitanico non & un
marcatore affidabile per l'autenticazione del foggia biologico. Infatti, anche se la
percentuale dello stereoisomero SRR era generameoperiore in campioni
convenzionali, la differenza tra e formaggio cormienale e biologico € stata meno
pronunciata rispetto a quella riscontrata nel latte due gruppi non possono essere
differenziati con metodi statistici. Gli autori han suggerito che potrebbero essere
coinvolti dei cambiamenti post-mungitura, con i dli@stereomeri di acido fitanico che
potrebbero essere degradati a diversi tassi, pilabaite a causa di differenti tipi di
microflora formaggio-specifiche.

Questo sottolinea la necessita di controllare idaffilita e la riproducibilita del

biomarcatore quando sono presi in considerazianeeati trasformati

3.4.3. Acidoa-Linolenic

Diversi studi riportano livelli piu elevati di a@du-linolenico nel latte da allevamenti
biologici, sia in campioni del mercato (Bergamoakt 2003; Butler et al.,, 2011;
Molkentin e Giesemann et al., 2007).) che in camipita fattoria (Adler et al., 2010;
Butler et al., 2008; Ellis et al., 2006; Prandihag, 2009) in confronto con campioni di
latte convenzionali.

Questo porta alla conclusione che una maggiore tif@adi erba fresco rispetto ai
mangimi da concentrati aumenta il livello di acigidinolenico nel latte e nei prodotti
lattiero-caseari.

L’effetto del regime alimentare su l'aciddinolenico e evidente anche dal significativo
effetto stagione, infatti I'acida-linolenico ha livelli piu bassi in inverno che astate
guando la maggior parte delle mucche passa daiatemalbase di pascolo ad una dieta
basata principalmente su foraggi / insilati / coricati.

Sulla base dei risultati di una vasta indagineasumoni di latte tedesco al dettaglio e di
fattoria, Molkentin e Giesemann 2010 hanno propastovalore soglia in acida-
linolenico nel latte dello 0,56% degli acidi graswitali che consentirebbe la
differenziazione completa tra latte biologico e wemzionale per tutto I'anno

Per dimostrare ulteriormente la fattibilita dellusdell’ acido a-linolenico per
l'autenticazione del latte biologico, Molkentin 200a analizzato 268 campioni di latte
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al dettaglio tedesche da marchi sia biologici chavenzionali. Se & considerata la
variazione in l'acidoo-linolenico nel corso di un intero anno, i ranges [ latte
biologico e per il convenzionale si sovrapponganana certa misura.

Sulla base di questi risultati, I'autore ha propast nuovo valore di soglia dello 0,50%
che era stato superato da tutti i campioni di latganici, ma anche da un significativo
numero di campioni convenzionali.

Anche in questo caso l'autore ha sottolineato cisiitati sono applicabili solo al latte
tedesco. Tuttavia, dati analoghi per contenutocaicaa-linolenico in latte biologico e
convenzionale sono stati segnalati anche per campiiolatte al dettaglio nel UK
(Butler et al., 2011; O’'Donnell et al., 2010). Vddepena sottolineare che l'aggiunta di
quantita piuttosto piccole di oli vegetali ricchi @-3 (ad esempio olio di lino) per
I'alimentazione di vacche allevate convenzional@entmenterebbe la concentrazione
di acidoa-linolenico nel latte, che andrebbe quindi a egaaglil contenuto in latte

biologico.

3.4.4. Altri acidi grassi

Molti studi hanno riportato che il contenuto di elisi acidi grassi sono
significativamente diversi tra latte biologico engenzionale.

Per esempio, il latte biologico € spesso piu rigtaacido vaccenico (C18: 1 t11)
(Bergamo et al.,2003; Butler et al., 2011) e indagrassi a catena ramificata. Il latte
biologico viene anche segnalato per essere sigtifaamente piu ricco di acido
linoleico coniugato (CLA) rispetto al convenzionale

Butler et al., (2009) hanno riportato che i livelliCLA totali e di sette isomeri di CLA
(compresi C18: 2 C9, T11) erano significativamemigggiori nel latte da agricoltura
biologica rispetto a quello da agricoltura convenale e i loro valori mostravano una
forte correlazione con la percentuale di erba aewadla dieta.

I CLA sono una miscela di isomeri posizionali e medtrici dell’acido linoleico (C18:
2) con doppi legami coniugati insaturi. || CLA poedinante negli alimenti di origine
ruminante e l'isomero c9, t11, normalmente pair@adl 80% del totale CLA. Diversi
effetti benefici sulla salute sono attribuiti al &L come proprieta antitumorali,
antidiabetiche, antiadipogeniche e antiaterogeniche
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II contenuto di CLA ha anche dimostrato di reagakbastanza rapidamente ai
cambiamenti della dieta, tuttavia, un aumento aeitenuto di CLA del latte & stato
osservato anche dopo l'aggiunta alla dieta di f@sdigpesce e olio di girasole, in modo
che in determinate condizioni di alimentazione aichampioni di latte convenzionali
possono presentare alti livelli di CLA.

Anche il contenuto di acidi graser3 si € dimostrato significativamente piu alto nel
latte biologico rispetto al latte convenzionalemidggior contenuto acidi grasst3 e
ascrivibile alla maggiore percentuale di erba dadgio nella dieta, che e ricca di acidi
grassio-3. Tra i singoli acidi grassb-3, l'acido eicosapentaenoico (EPA) é spesso
segnalato come significativamente piu alto nekldtiplogico (Schroder et al., 2010;
Bergamo et al., 2003), ed e 'stato quindi propostae marker per il latte biologico da
Molkentin e Giesemann, (2009) che hanno dimostrette una differenziazione
completa e possibile per campioni di latte tedeschi

Queste differenze nella composizione in acidi grdggendono dai differenti regimi di
alimentazione che sono tipici di aziende a metoadofico o convenzionali. Nelle
aziende biologiche una dieta piu ricca di erbacfies crusca ad alto contenuto di PUFA
porta allo sviluppo di specifiche popolazioni bettiee con attivita piu intensa e quindi
si osserva I'aumento del contenuto di acidiinolenico e degli acltri acidi grassi nel
grasso del latte

Tuttavia, le differenze nelle concentrazioni didagjrassi tra i campioni biologici e
convenzionali risultano meno marcate in quei Paestui le aziende biologiche e
convenzionali adottano regimi alimentari molto $indome riportato da Collomb et al.
(2008) negli altipiani Svizzeri e da Fall e Emarsoal (2011) in Svezia durante i periodi
invernali di stabulazione al coperto quando leltge di alimentazione sono molto piu
simili.

Dato il forte effetto che la dieta esercita sulfioodegli acidi grassi e le notevoli
differenze evidenziate tra latte biologico e coraienale, un approccio multivariato che
tenga conto dell'intero profilo degli acidi grassidel contenuto di alcuni acidi grassi
selezionati, potrebbe essere una strategia miglpane la discriminazione tra latte

biologico e convenzionale.
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3.4.5. Profilo dei Triacilgliceroli (TAG)

Capuano et al. (2013), hanno condotto uno studita sautenticazione del latte
biologico nella primavera del 2008. Sono stati oétcd50 campioni di latte dei Paesi
Bassi, 75 da allevamenti biologici e 75 da azietwlievenzionali. | campioni sono stati
sottoposto ad analisi per tracciare i profili d&\@ e sono state osservate differenze

significative tra i due gruppi (Test t di Students0,05).

Tabella 3.3. Recenti pubblicazioni su metodi per lautenticazione del latte da allevamenti
biologici rispetto a convenzionale.

del convenzionale

tramite PLS.

Composto marker | Origine del latte Tecnica Risultati Riferimento
analitica
L Knobbe , et al.
13 Campioni di latte _ L
37°C nel grasso de ) Differenziazione 2006.
Tedesco da fattoria @ IRMS .
latte ] guasi totale Kornex! et al.
al dettaglio
1997
13 . L Molkentin e
37°C nelle proteine| Campioni di latte Completa ,
. IRMS . Lo Giesemann
del latte Tedesco al dettaglio differenziazione
2007
Campioni di latte Buona Chung et al.
3C ed™N P _ IRMS _ o g
Coreano al dettaglio differenziazione 2014
Campioni di latte ) o Molkentin e
13 . Differenziazione _
0 °N Tedesco da fattoria & IRMS ] Giesemann
i solo parziale
al dettaglio 2007
. . Vetter e
. . Prodotti casari Buona
Acido ftannico . GC-MS . L Schoreder.
Tedeschi differenziazione
2010.
L Buona Knobbe et al.
Campioni di latte , .
o . . differenziazione 2006.
Acido linoleico Tedesco da fattoria ¢  GC-FID
. anche se non Kornexl et al.
al dettaglio
completa 1997
Campioni di latte Knobbe et al.
. Buona
EPA Tedesco da fattoria ¢  GC-FID . L 2006.
. differenziazione
al dettaglio
Classificato
correttamente
Profilo dei Campioni di latte GC-FID 85% del latte Capuano et al.,
Trigliceridi Olandese da fattoria biologico e 89% 2013
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Il latte biologico e caratterizzato da alti livetli TAG Cy,, Cs, € G4 € bassi livelli di

Cs4, Gz €Gg. Tramite il modello costruito con tecnica PLS-D&4 campioni dei 75 di
latte biologico (85%) e 67 dei 75 campioni di latenvenzionali (89%) sono stati
classificati correttamente. | risultati mostrancede impronte digitali di questi lipidi

sono un potenziale marker per l'autenticazioratté biologico.
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CAPITOLO 4
PRIMO CASO STUDIO:LE AMMINE BIOGENE
COME MARKER DI AUTENTICITA E QUALITA
DI VINO ROSSO E SUCCO DI FRUTTA.
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4.1. Le ammine biogene

Le ammine sono derivati organici dellammoniacarfati per sostituzione di uno, due
o tutti e tre gli atomi di idrogeno con gruppi dlih o arilici; il doppietto non condiviso
dellatomo di azoto le rende reattive verso le ealtostanze. Le ammine biogene
appartengono ad una classe di composti con suutalqguanto eterogenea e
comportamenti chimico-fisici diversi. Possono esselassificate in base alla loro
struttura chimica in alifatiche (putrescina, cadawa spermina, spermidina),

aromatiche (tiramina e feniletilamina) ed eteracia (istamina e triptamina).

Tab 4.1. Nomi I.U.P.A.C. delle principali ammine bogene.

Nome Comune Abbreviazione Nome I.U.P.A.C.
AGMATINA AGM N-(4-aminobutyl)guanidine
CADAVERINA CAD 1,5-Diaminoeptane
ISTAMINA HIS 2-(4-lmidazolyl)ethylamine
PUTRESCINA PUT 1,4-Diaminobutane
SEROTONINA SER 5-Hydroxytryptamine
SPERMIDINA SPD N'(B(_j?:;?::t:z:r?e_l’él_
N,N*-bis(3-aminopropyl)-1,4-
SPERMINA SPM di(aminobufanzy)
TIRAMINA TYR 2-(4-Hydroxyphenil)ethylamine
TRIPTAMINA TRP 3-(2-Aminoethyl)indole
ETILAMMINA ETA Etanammina
METILAMMINA MEA Metilammina
B-FENILETILAMINA B-PEA 2-feniletilamina
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H
N
NH-> ‘( N
] N, 4
1 J
HaN™
B FENILETILAMMINA PUTRESCINA ISTAMINA
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SPERMIDINA
SPERMINA

Fig.4.1. Struttura delle principali ammine biogene.

Le ammine biogene si trovano in alimenti di origem@male o vegetale nei quali si &
verificata una decarbossilazione degli aminoacdliopera di microorganismi (Silla
Santos, 1996). | percorsi metabolici hanno inizvo processi proteolitici che rendono
disponibili grandi quantitativi di amminoacidi, sthati ideali per le reazioni di
decarbossilazione enzimatica. Queste reazioni smstenute in maniera limitata da
enzimi di origine endogena e in misura maggioresidemi enzimatici di origine
microbica. Quando si verifica questa seconda ewmeamida ammine assumono la
denominazione di biogene. La reazione di formazideke ammine biogene e la sua
velocita dipende quindi dalla compresenza di trieofia disponibilita di substrato
(amminoacido specifico per ogni specifica ammin@resenza di microflora
decarbossilante ed infine condizioni ambientaliofavoli (temperatura e pH ottimali
per la crescita dei batteri). Le ammine biogenelti@opossono derivare dalla
aminazione e transaminazione di aldeidi e chetdnogera delle transaminasi amino
acetiche. Se ingerite in elevate quantita posstitare dannose a causa della loro
azione tossica di tipo vasoattivo, psicoattivopttensivo (Onal, 2007).

Le poliammine naturali, invece, sono composti maitabili, resistenti al calore e ad
ambienti acidi o basici. Grazie alla loro struttteseguono funzioni di controllo e
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iniziazione della traslazione del mMRNA per formareteine, di stabilizzazione della
struttura del tRNA , di sintesi del RNA e DNA, digolazione della rigidita e stabilita

delle membrane cellulari e agiscono come messaggeondari

Putrescina
Cadaverina

—
Diammine

Poliammine naturali alifatiche—_ Spermina
Poliammine Spermidina
Agmatina
\

B-feniletilammina
Serotonina

~ Monoammine

Tiramina
Ammine biogene :

alifatiche,aromatiche< Putrescina

. Diammine :

eterocicliche Cadaverina
Triptamine

S~ Poliammine

Agmatina

Fig. 4.2. Classificazione delle ammine.

Poliammine come putrescina, spermidina e spernaidagsempio, sono ampiamente
distribuite negli organismi viventi, sono coinvolte molti processi di proliferazione

cellulare e di mantenimento dell’'omeostasi.

CooH
R-CH-NH, —— R-CH,—-NH, + CO, (1)

cooH Goon
R-CHO+R ~CH-NH, ————% R-CH,-NH,+R'-C=0 (2

Fig.4.3. Sintesi di ammine. Decarbossilazione di anmnoacidi (1) e amminazione di aldeidi

(2).
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Le diverse poliammine possono formarsi per biosinte novo dagli amminoacidi, per
sintesi dalla flora batterica presente nel trat@stigp-intestinale ma la sorgente
principale e rappresentata dall'alimentazionedkaet al, 2005).

Nella degradazione delle ammine si verifica sempra reazione di ossidoriduzione
catalizzata dalleammino-ossidas(MAQO) e dallaaldeide-deidrogenas(ALDH). Le
ammino-ossidasi sono enzimi molto complessi, lafwnzione consiste nell'ossidare le

ammine trasferendo elettroni all'ossigeno mole@lar
R-CH,-NH-R’ + Oz + H,O — RCHO + NHR’ + H,0,

L’individuo sano € in grado di ossidare le amminegbne e le poliammine naturali
tramite reazioni di acetilazione e ossidazione lizai@e da diversi enzimi come le
amming diamminoe poliammino ossidasi

L-ammuinoacidi

Ammineacido
Decarbossilasi
Agmmunopropil-
" l
H
L —| Transferasi |— —
P .
- i - Serotonina
poliammine Pu . Trnptanuna
. JITCSCIA Dopanuna
L A Istamuuna
—I Asnmmuno Ossidasi J -
II
,'fl.
i
Asumunopropanal - |
-
Ammino Aleril
Orssidasi Transferasi
L
Aldeide Annune
metilare
Ammino
Orssidasi
Aldeidh
metilate
: l
Ald. DH | Ald. DH |
il i
Acidi Acidi

metilati

Fig. 4.4. Metabolismo delle ammine biogene e depj@liammine nei mammiferi.
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Se introdotte in elevate quantitd con gli alimeatiin casi di inattivazione della
diammino ossidasi (predisposizione genetica, mealagatro-intestinali, medicinali,
alcool, farmaci per trattamenti anti-depressivipribcesso di disintossicazione non € in
grado di eliminare tutto il contenuto di amminedene, che vengono cosi assorbite nel

sistema circolatorio provocando diversi effetti.

4.1.1. Microorganismi produttori di ammine biogene

La produzione di alcune ammine biogene € statacedaoa specifici gruppi di
microrganismi. Ad esempio, la produzione di putiesce cadaverina avviene in
presenza denterobatteri mentre nel caso della tiramina i microrganismggiarmente
implicati sono enterococchie lattobacilli. Alcuni ceppi sono in grado di produrre
contemporaneamente piu di una ammina a causa teléenza di piu decarbossilasi
oppure per l'azione di un singolo enzima che dexssita diversi amminoacidi. Molti
batteri Gram-negativi che comunemente contamindna@lignenti sono in grado di
produrre istamina: ad esempiblafnia alvej Morganella morganii Klebsiella
pneumoniag Photobacterium phosphoreum Photobacterium psychrotoleransono
stati isolati da pesce implicato in episodi di s#izazione da istamina.

Negli alimenti fermentati, diverse specie latti¢hee cuiOenococcus oenPediococcus
parvulus, Pediococcus damnosus, Tetragenococcusicobestoc, Lactobacillus
hilgardii, Lactobacillus buchnerie Lactobacillus curvatusono note per la produzione
di istamina.

Nei formaggi e nei salumi fermentati i principalioduttori di tiramina sono batteri
Gram-positivi appartenenti al geneBEnterococcus(ad esempioE. faecalised E.
faeciun), Lactobacillus (L. curvatus e L. breyjsLeuconostoc, Lactococcus e
Carnobacterium Anche gli stafilococchi possono avere un ruoldanproduzione di
tiramina. La produzione di putrescina e cadavegihegata, invece, principalmente alla
presenza di batteri Gram-negativi, soprattiitderobacteriaceae, Pseudomonadaceae
e Shewanellacea&uzzi, 2003).

4.1.2. Ammine biogene negli alimenti

Negli alimenti si possono riscontrare diverse ¢ldsammine strutturalmente differenti:

le ammine eterocicliche (cancerogene), che haniginerda fenomeni di pirolisi delle
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proteine e degli amminoacidi in seguito a procedisicottura; le nitrosammine
(cancerogene), che derivano dal legame di ammiocendarie e terziarie con i nitrati
(Jakszyn, 2004); le ammine naturali (contaminardturali), che sono sostanze
vasoattive presenti naturalmente in alcuni vegetainfine le ammine biogene, che
vengono prodotte ad opera dei microrganismi a seqgii decarbossilazione degli
amminoacidi liberi prodotti a loro volta dai prosesli proteolisi che si verificano
naturalmente in alcuni alimenti e bevande.
Alimenti freschi esposti a microbi contaminanti dimenti fermentati possono
sviluppare, durante la loro conservazione, un étegaiantitativo di ammine biogene
che dipende principalmente dalla natura dell’alitnee dal tipo di microrganismi
presenti. Per questo motivo il contenuto di amntiogene viene correlato allo stato di
conservazione e/o di freschezza dell’alimento st@8kardiana, 2009).
Gli alimenti in cui le ammine biogene sono piu fregtemente presenti sono:

* Prodotti a base di pesce

* Prodotti a base di carne

* Prodotti caseari

e Vino

* Birra

*  Vegetali
* Frutta

» Cioccolato

* Prodotti a base di soia.
Negli alimentinon fermentatla presenza di ammine biogene, al di sopra di betli,
e indicativa di una attivita microbica indesideratguindi la loro determinazione puo
essere utilizzata per rilevare un deterioramentoraghico. Tuttavia la presenza di
ammine biogene negli alimenti non € necessariameoteelata con la presenza di
microrganismi contaminanti perché non tutti hannappeta decarbossilasica positiva.
(Silla Santos, 1996)
Pesce: differenti tipi di ammine biogene sono statevate in diversi tipi di pesce. Gl
sgombri sono spesso associati a incidenti di irdazg®ne da istamina. La formazione
dell'istamina negli sgombri e in altri pesci corgati grandi quantita di istidina

endogena, € attribuita all’'azione microbica piuttoshe all’istidina decarbossilasi
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(Stute, 2002). Nel tonno, le ammine presenti in gh@@ concentrazione sono spermina
(22,4 mgKg") e spermidina (6,8 mgKQy, nelle aringhe prevale la cadaverina (8.5
mgKg?'), mentre nelle sardine istamina (19.5 mgKg putrescina (13,1 mgkiy
(Visciano et al., 2012).

Frutta, e vegetali frutta come limone, uva, lamponi, mandariniglyee e pompelmo
contengono varie ammine biogene in differenti cobtezioni (Moret, 2005). In
generale la putrescina e quella presente in coraz@ohe maggiore (0,2-0,5 mg su 100g
di prodotto fresco). Le concentrazioni piu elevale ammine si riscontrano nel
pomodoro (tiramina 14,3 mg Kg triptamina 9,3 mg Kg,spermidina 9,5 mgKd
(Chiacchierini et al.,2006), nella banana (tiramthazmg su 100 g di polpa) e negli
spinaci (istamina da 9,5 a 69,7 mgRdLavizzari,2007).

Succhi di frutta: lo studio delle ammine biogene nei succhi dithutd oggi, € un
campo non del tutto esplorato. Esistono infattipostudi in letteratura a riguardo
incentrati su un solo tipo di succo di frutta:ukcso di arancia. In generale, nel succo di
arancia, la putrescina risulta I'ammina predomisari83,6 mgLl’) seguita dalla
spermidina (2,7 mgl) (Silvia, 2007). Si possono inoltre riscontraréedenze tra i
succhi di diverse marche commerciali riguardo ellivdi spermidina e spermina, in
base ai valori di pH del prodotto.

Carne: la carne suina, fresca e lavorata, contienesipera (0- 102 mgKd), spermina
(20-500 mgKgd) e in quantitd pit basse putrescina (0-16 mbKgstamina (1-10
mgKg'), cadaverina (0-8 mgKY e tiramina (2-15 mgKQ (Capillas,2005). I
contenuto di cadaverina puo essere utilizzato pmritorare il grado di conservazione
della carne bianca (pollo e tacchino) e della canssa (vitello) mentre la tiramina
soltanto per la carne rossa (Vinci, 2002).

Latte : nel latte sono state riscontrate spermidina (0,18 mgKg') e agmatina (O-
0,18 mg Kg") (Novella-Rodriguez,2000).

Durante la preparazione dei cilermentatj la presenza di molti tipi di microorganismi
facilita la formazione delle ammine biogene. La giag parte di prodotti in cui sono
presenti batteri lattici, responsabili della prodne delle ammine biogene, contengono
in prevalenza grandi quantitativi di putrescinajazerina, istamina e tiramina (Spano,G
2010).
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Formaggio e prodotti lattiero-caseari il formaggio, dopo il pesce, € il secondo
alimento implicato comunemente nell’intossicaziat@eistamina. Altre ammine come
tiramina (1-48 mg su 100 g di prodotto), cadave(ha-35,9 mg su 100g di prodotto),
putrescina (0,2-18,5 mg su 100 g di prodotto),tanmpna (0,9-31,2 mg su 100 g di
prodotto) e feniletilammina (0,6-2,1 mg su 100rgdwtto) sono presenti in diversi tipi
di formaggio. Durante la maturazione del formagdm, caseina viene degradata
lentamente dall’enzima proteolitico aumentando dazintributo di amminoacidi liberi
che poi sono soggetti all'azione dei batteri degssbasici formando COe ammine
biogene che aumentano quindi al crescere del teinpaturazione (Innocente, 2007).
Vegetali: nei crauti sono state determinate alte conceiotna di putrescina (5-370
mgKg?), istamina (55 mgKg), tiramina (5-79 mg Kg) e cadaverina (5-32 mgky
(Kalac, 2001).

Carne: Nelle salsicce semisecche e secche, che sid@iiteano per la diversa durata
della fermentazione, € stato notato un incremeetta @oncentrazione di istamina di
almeno 10 volte durante i primi 3 giorni di matucae. Le ammine presenti in quantita
maggiore sono tiramina (150-320 mgKgputrescina (1-580 mgKY e cadaverina (1-
790 mgKg') , ma la presenza delle diammine pud essere Viaridatorre-Moratalla,
2008). Nei prosciutti crudi e cotti le ammine maggiente presenti, al primo giorno di
conservazione sono spermidina (2,3 mgKg tiramina (1,46 mgKg) e spermina
(27,40 mgKg); esse aumentano notevolmente durante il periddoodservazione
(Ruiz-Capillas, 2007).

Vino e birra: Le ammine biogene piu comunemente trovate inrdevgualita di vino
rosso sono putrescina (0,2-72,0 rifyLmetilammina (0,06-3,2 mgl), etilammina
(0,1-28.5 mgLY), cadaverina (0,4-4 mgf) e istamina (0,02-16,5 mdi. Altre ammine
presenti in minori concentrazioni come la spern{ha-1,7 mgL*) la spermidina (0,1-
2.0 mgL?) sono costituenti della materia prima (Souflerosae 2007). Agmatina,
cadaverina, etanolammina, istamina, putrescinaaenina, sono prodotte durante la
fermentazione alcolica. Queste insieme a 2-fefalatinina, triptamina, iso e n-amilina,
pirrolidina, iso e n-butilamina, iso e n-propilarmisono presenti sia nel vino rosso che
in quello bianco. Le ammine volatili diminuisconordnte la fermentazione e, in alcuni
casi, vengono rilasciate dal vino durante l'autadisi lieviti oppure si formano durante

lo stoccaggio. Istamina, tiramina e putrescinpasisono sviluppare invece durante la
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fermentazione malo-lattica del vino, successiva &rmentazione alcolica, ad opera
dalla microflora della fermentazione secondaria pbea il vino a maturazione (Bauza
et al.,1995). Le ammine non volatili si formano ldaldecarbossilazione degli
amminoacidi, mentre le altre volatili (metilamminatilammina , isoamilammina)
derivano da composti non azotati come aldeidi éochéramite processi di riduzione.

La concentrazione di ammine nel vino dipende dardivfattori come il tipo di lieviti
responsabili della fermentazione, la durata dellacenazione e le condizioni di
fermentazione. Infatti studi recenti (Charlton, @pprevedono che la presenza delle
ammine biogene nel vino dipenda dalla composizawieanosto d’'uva, la quale dipende
a sua volta dalla varieta degli acini, dalla nutriz della vite e dal metabolismo dei
fermenti. | processi di produzione del vino chevpdono il contatto con le fecce di
lievito portano ad un piu alto contenuto di ammdwvute al rilascio delle ammine
cellulari in seguito all’autolisi dei lieviti. Intde anche condizioni igieniche non
soddisfacenti durante la produzione comportanocateentrazioni di ammine. Il pH e
un fattore molto importante che influenza I'atiévibiologica dei batteri e agisce come
selezionatore dei microrganismi nel vino. A pH d&i ammine biogene vengono
prodotte in elevate quantita, come conseguenzaalctescita piu facile e di una grande
diversita di specie batteriche. | vini bianchi,atif, generalmente piu acidi dei rossi,
contengono quantitativi di ammine biogene inferibiiferenti batteri acido-lattici sono
coinvolti nella formazione delle ammine biogene, @sempio il Lactobacillus é
considerato il responsabile per la produzione rdintina nel vino. Lo stoccaggio del
vino influisce sul contenuto di ammine in manie@ runiforme, ma in particolare
I'invecchiamento in botti di quercia, favorisceniremento di putrescina e cadaverina
in piccole entita.

Nella birra invece sono state rilevate tiramina2(0mgL?'), spermina (0-2 mgt) e
istamina (0-20 mgL), quest'ultima in concentrazioni elevate nelladisvedesi, danesi
e belghe. Le quantita di ammine biogene preserssqu essere utilizzate per valutare
la qualita del processo di produzione della bikarét, S., 2005).

La produzione di ammine biogene negli alimenti iede |la disponibilita di precursori
(aminoacidi), la presenza di batteri in grado dietizzare le aminoacido-decarbossilasi
e condizioni favorevoli alla loro crescita. La gtign e il tipo di ammine biogene

presenti negli alimenti sono fortemente influenzigtile caratteristiche intrinseche degli
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alimenti tra cui il pH, la composizione e la tipgia di microflora presente, nonché da
parametri estrinseci, quali tempo di conservazienemperatura, che permettono la

crescita batterica durante la lavorazione e locstggio.

4.1.3. Rischi per 'uomo e intossicazione da istama

Il consumo di cibo contenente alte concentrazior@indmine biogene puo avere effetti
tossici, anche se alcune di tali ammine sono nadesser molte delle funzioni umane.
In generale, per tutte le ammine biogene tossicsiafomi sono simili: nausea, disturbi
gastrici, sofferenza respiratoria, vampate di &lsudorazione, palpitazioni cardiache,
mal di testa, capogiro, arrossamenti cutanei o hsfadj vario genere, prurito,
inflammazione orale, ipotensione, ipertensione,lueriza sull’attivita vascolare
(vasodilatazione, vasocostrizione) e quindi rischio collasso e effetti psicoattivi
(sullumore) attraverso I'azione sui neurotrasnietti

Nel tratto intestinale dei mammiferi, esiste unficefntissimo sistema di
disintossicazione basato su enzimi che ossidanouppg amminici delle ammine
biogene : monoamminossidasi (MAO), diamminossidd3A0O) e Istamina-N-
metiltransferasi (HMT).

Essi sono perfettamente in grado di sostenerettesssiGcazione di una concentrazione
di ammine media dovuta al normale consumo di cib@ risulta praticamente
impossibile calcolare per la maggior parte dellerdme una dose giornaliera accettabile
(ADI, Admissible Daily Intake) per 'uomo, cosi cemmon ci sono sufficienti dati
tossicologici per individuare dosi prive di effettbssici (NOAEL, No Observed
Adverse Effect Level) negli animali da laboratorjggiché inoltre questi effetti si
potenziano in corrispondenza dell’azione combidia@u ammine biogene differenti.
Quando alte concentrazioni di ammine biogene vemgorgerite, i sintomi si
manifestano all’incirca entro 5 minuti. Questa da@gi suggerisce che I'assorbimento di
una piccola parte delle ammine avvenga attraversoembrana delle mucose orali, non
interessando quindi le amminossidasi intestinali.

La dose considerabile dannosa dipende fortementdl'efficienza della
disintossicazione, che puo essere di per sé baassente in soggetti immunodeficienti
(per esempio coloro che soffrono di patologie gastestinali) o nei neonati, 0 in
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I'alcol o alcuni tipi di medicine (come antimalario antidepressivi) o di droghe,
comporta l'inibizione dell'ossidazione delle ammiaequindi gli effetti tossici sopra
descritti si verificano, anche in presenza di pieabosi di ammine biogene. Anche le
ammine che agiscono da “potenziatori” dell'effetb@sico dell’istamina producono lo
stesso effetto, perché inibiscono irreversibilmetataone delle ossidasi (tiramina per il
MAO, triptamina per il DAO, feniletilammina per IT).

L'istamina € un composto azotato coinvolto nei raemmi digestivi, nella risposta
inflammatoria e come neurotrasmettitore in divefsazioni cerebrali. Nel corpo
umano, listamina si forma per decarbossilaziondl'adeninoacido L-istidina,
attraverso una reazione catalizzata dall'enzimadinst decarbossilasi; la sua

degradazione e invece affidata all'istaminasi (&hal1996).

Tab. 4.2. Effetti delle principali ammine biogene e@mminoacidi precursori

Precursori Ammina Effetti farmacologici

Liberazione di adrenalina e noradrenalina;
eccitazione nella muscolatura liscia dell'utero,
Istidina Istamina dell'intestino e dell’apparato respiratorio;

stimolazione del sistema nervoso motorio
sensoriale; controllo della secrezione gastric

D

Vasocostrizione; incremento del battito cardiaco;
Tirosina Tiramina emicrania; salivazione; lacrimazione; rilascio d
noradrenalina dal sistema nervoso simpatico

. - Putrescina e | Ipotensione, ipertensione bradicardica, paresedell
Ornitina e lisina

cadaverina estremita, tossicita sinergica con altre ammine
Rilascio di noradrenalina dal sistema nervoso
Fenilalanina | B-feniletilamina simpatico; aumento pressione sanguigna;
emicrania
Triptamina

Triptofano Incremento pressione sanguigna

Agmatina o . .
9 Incremento tossicita dell'istamina

Depressione, schizofrenia, emicrania, ansieta,

Idrossitriptofano|  Serotonina : :
panico, encefalopatia

Le contrazioni causate dall'istamina nei musco$cili dell'intestino, mediate dai

recettori H, conducono a crampi addominali, diarrea e voniiteecettori H, situati
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sulle cellule parietali dello stomaco, medianotienslazione della secrezione gastrica.
Causano inoltre la dilatazione dei vasi sanguigmif@rici, dei capillari e delle arterie;
stimolano il cuore liberando adrenalina e noradmeaadalle ghiandole surrenali
(palpitazioni), i muscoli lisci dell'utero, del tta respiratorio (affanno, broncospasmi,
soffocamento), i neuroni sensoriali e motori. lettari H; e H, invece inibiscono il

rilascio dei neurotrasmettitori e svolgono azionamamunomodulazione.

| casi di intossicazione da istamina sono noti cdferelenamenti da sgombro”, in
riferimento al cibo in cui si riscontra in maggiaruantita. Altre ammine, quali ad
esempio feniletilamina, triptamina, putrescina edas@&rina sembrano agire da
potenziatrici dell'istamina aumentandone l'assodmo a livello gastro-intestinale e
rallentandone la degradazione.

E’stato verificato che gli effetti tossici dell'stina si moltiplicano per 10 se essa viene
somministrata anche solo 40 minuti dopo putresana&adaverina, oppure dopo
spermina o spermidina, le quali incrementano laaitl del trasporto di istamina
attraverso la parete gastrointestin@éni, 2006).

Nellorganismo umano listamina viene degradata peione di metiltransferasi,
monoamino (MAO) e diaminoossidasi (DAO). Nelle mers con insufficienza primaria
di MAO o che assumono farmaci anti-MAO (antidepnglsl’istamina non viene
degradata correttamente e pertanto questi soggeth piu facilmente esposti al rischio

d'intossicazione.

4.1.4. Normativa vigente e limiti massimi propostin materia di ammine

I noti fenomeni di sinergismo tra ammine biogeriepa e acetaldeide delle bevande,
gli stili alimentari che possono favorire esposimEomultipla al pericolo, hanno
sollecitato negli ultimi anni la UE e la FDA (Foahd Drug Administration) ad
emanare normative che intervengano sul controlla didiera produttiva, ma ancora
non si & raggiunta una normativa pienamente validbemanazione/armonizzazione
dei limiti delle ammine biogene negli alimenti dledevande alcoliche.

E difficile infatti poter stabilire il livello didssicita di una determinata ammina biogena
negli alimenti in quanto questo dipende da :

1. Sensibilita dell'uomo;
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2. Composizione dell’alimento;

3. Compresenza di altre ammine con azione sinergica.
Per quanto riguarda i limiti di legge, solo la Sara ha introdotto un limite di legge per
listamina di 10 mg/L per i vini, poi eliminato n&2008 per adeguare le proprie
normative agli standards europei. Un limite di 2/lmg stato suggerito in molti studi e
dal programma di ricerca europeo COST. Se quesriortrovasse applicazione, la

maggior parte dei vini rossi europei si troverehlmi mercato.

Tab. 4.3. Limiti regolamentati e proposte di regolenentazione dei livelli di ammine

biogene negli alimenti (Vinci, 2009)

Ammine Alimento Paese proponente Livello di
accettabilita
(mg/Kg)
Ammine totali Generico 100
Farine 40
istamina Pesce fresco Svizzera, U.E' <100
Pesce Germania, U.EY <200
Pesce fermentato  Usa-FDAY <500
Vegetali 50+100
crauti 10
Tiramina Alimenti vari 100
crauti 20
b-feniletilammina  Alimenti vari 30
crauti 5
putrescina Pesce 300
crauti 50
cadaverina Pesce 300
crauti 25

Y= limiti regolamentati
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Nel caso degli alimenti ittici la concentrazione ssiana consentita € di 200 mg/kg
(Regolamento CE 2073/2005), e di 400 mg/kg pemlsasdi pesce prodotta mediante
fermentazione di prodotti della pesca (RegolamduEo 1019/2013). Negli USA il
livello corrispondente definito dalla USFDA e ditbthg/ kg per i prodotti ittici freschi.
Una valutazione recente ha proposto per i formaggisoglia limite per i formaggi di
500 mg/kg e di 400 mg/kg per le salsicce fermenRerischer-Gabernig et al., 2009)

In generale, si puo affermare che una quantitsstdimina pari a 8-40 mg per Kg di
alimento puo causare una leggera intossicazionetrenquantitativi da 20 a 1000 mg
per Kg di alimento comportano una moderata integsime e livelli superiori a 1000
mg/Kg di alimento una grave intossicazione; vakuperiori a 100 mg per Kg di
alimento di tiramina possono provocare emicraniantne 1080 mg/Kg di alimento
potrebbero causare effetti tossici di gonfiore e wuantita maggiore di 40 mg di
ammine biogene per pasto € considerata potenzitdnessica (Cattaneo,2011).

4.2. Metodi analitici per la determinazione delle mmine biogene
Vari metodi sono stati sviluppati per la determinae qualitativa e quantitativa delle

ammine biogene in varie matrici alimentari. Tutiegti metodi constano di tre fasi:

1. estrazione;
2. purificazione e concentrazione dell’estratto;

3. identificazione e determinazione degli analiti.

L’estrazione delle ammine, generalmente acida,resgmta la fase critica del processo
in quanto influisce negativamente sui recuperiiinalEssa € necessaria a causa della
complessita delle matrici, della presenza di compiogerferenti e della presenza
simultanea di piu ammine biogene nella stessa ceatria fase di estrazione deve essere
il piu selettiva e quantitativa possibile, riduceral minimo le sostanze interferenti co-
estratte. A partire da una matrice solida, I'estna& prevede solitamente una
omogeneizzazione in presenza di un acido diluitmed’acido perclorico, l'acido

tricloroacetico, I'acido cloridrico, il metanoloadtri solventi organici.
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Lo step di purificazione si esegue, di seguito, paurre gli interferenti estratti e per
ottenere un arricchimento della concentrazione 'aeftthtto. Questo processo €
influenzato da diversi fattori come la natura detlatrice, il pH dell’estratto, tipo di
solventi usati nell’'estrazione liquido-liquido @didi sale usato per la saturazione. | due
processi di purificazione piu utilizzati sono lapaitizione liquido-liquido e la
ripartizione solido-liquido. La ripartizione liquddliquido, che si effettua scegliendo
diverse miscele di solventi organici, permette lthrdanare gli interferenti idrofilici e
trasferisce gli analiti in un solvente basso bd#éerfacilmente eliminabile per
evaporazione. Presenta pero alcuni svantaggi cose élevato di solvente organico, la
possibile formazione di emulsioni e la difficiletamatizzazione del processo.

La ripartizione solido-liquido (SPE : Solid-Phasetfaction) si effettua scegliendo
opportuni solidi adsorbenti che permettono di inp@are gli interferenti dalla
soluzione da analizzare. La scelta del materiaderente & funzione del solvente in cui
sono disciolte le ammine e dal tipo di sostanzeriatenti da eliminare. Questa tecnica
presenta diversi vantaggi come una ridotta mangahe del campione e una notevole
diminuzione dei volumi di solvente. | tipi di adbenti piu utilizzati per le ammine
biogene sono la silice chimicamente modificata gamppi alchilici idrofobici a 8 o 18
atomi di Carbonio (C8 e C18 rispettivamente) owaré a scambio ionico.

Dopo aver concentrato il campione si passa alla dasivelazione che prevede l'uso di
sistemi sensibili e selettivi.

I metodi di determinazione piu utilizzati sono Hjueromatografici tra cui la
cromatografia su strato sottile (TLC), la cromasdigr a scambio ionico, la
cromatografia gassosa (GC) e la cromatografia dajuad alte prestazioni (HPLC)
(Onal, 2013). Per quanto riguarda la cromatogtafiada si possono impiegare diversi
tipi di rivelatori come I'UV-visibile, lo spettroflorimetro e un rivelatore elettrochimico
che richiedono una preventiva fase di derivatizzaai La derivatizzazione pre- o post-
colonna e necessaria nel caso vengano utilizzatatori spettrofotometrici poiché non
tutte le ammine hanno a disposizione gruppi crom.of@iu comuni derivatizzanti sono
il dansil-cloruro (DNSCI), il dabsil-cloruro (DABSEe I'orto-ftalaldeide (OPA). Tra i
diversi agenti derivatizzanti il dansil-cloruro mee utilizzato piu frequentemente in
guanto a differenza degli altri reagisce con futippi di ammine (primarie,secondarie e

terziarie) formando derivati stabili (Charalamp@92).
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Piu recentemente, per eliminare la derivatizzazi@omo stati proposti metodi come
I'elettroforesi capillare e tecniche ifenate com€-MS (cromatografia liquida —
spettrometria di massa) per la determinazione detienine biogene tramite iniezione
diretta. La LC-MS permette di riconoscere la stmatchimica degli analiti, ha un’alta
risoluzione ma richiede una strumentazione molbstasa e personale altamente
specializzato.

Le tecniche GC e HPLC sono maggiormente utilizgai@do nella stessa matrice sono
presenti piu ammine biogene e quindi € necess@pore di procedure analitiche che

permettano la loro separazione ed identificaziclmstessa aliquota di estratto.

Tab. 4.4. Alcuni metodi HPLC per la determinazionedelle ammine biogene

Ammine biogene Matrice  Fase Fase mobile Derivatizzante/ Reference
stazionaria Rivelatore
CAD PUT HIST Vino c18 Acqua/ Cloruro di Dansile/ Charalampos
TYR TRYP AGM rosso acetonitrile Fluorimetro et al. 2007
ISO MET ETA
CAD PUT HIST Vino c18 Acqua/ Cloruro di Dansile/ Martuscelli
TYR 2-PHE ISO rosso acetonitrile DAD et al. 2013
ETA SPD
AGM, HIS, PEA, Tonno in HILIC Formiato MS Self et al
PUT, TRP, TYR scatola  UHPLC d’ammonio/ 2011
Acetonitrile
SPD, SPM, PUT, formaggi C 18 Acqua/ Cloruro di Dansile/ Restuccia et
HIS, TYR, PEA 0 acetonitrile UV A = 254nm al (2011)
PUT, HIS, TYR, Birra ci18 Tampone 4-Chloro-3,5- Tang et al,
PEA, SPM, SPD, acetato / dinitrobenzotri- 2009
TRP acetonotrile fluoride (CNBF)
UV A = 254nm
PUT, CAD, HIS, Prosciutt C18 Acqua/acetornitr Cloruro di Dansile Alfaia et al.
TYR, SPD, SPM o crudo ile UV A = 254nm (2004)
PUT, HIS, TYR, succo di C18 tampone o-Phthalaldeide Veira et |,
SPM, SPD, AGM, arancia acetato/acetonitr (OPA) 2007
SYN, OCT ile fluorimetro

In particolare, il metodo HPLC accoppiato con ratete UV e adatto per la separazione
di composti non abbastanza volatili e termolakthe quindi non possono essere
separati con la GAmportante € la scelta del rivelatore quando dizat il sistema

HPLC. Il rivelatore UV é maggiormente utilizzato gquanto soddisfa esigenze di
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selettivita, applicabilita e affidabilita, mentderivelatore fluorimetrico viene utilizzato
principalmente nelle determinazioni delle singaten@ne biogene essendo selettivo e
sensibile a livello delle parti per bilione (ppty ). (Onal, 2013)

Un altro metodo che puo essere utilizzato per tardenazione delle ammine biogene e
la cromatografia su strato sottile (TLC). Si tratiaun metodo rapido, economico che
presenta diversi vantaggi come la semplicita, lsatdita e I'applicabilita a un largo
numero di campioni in poco tempo e bassi costermini di reagenti , ma non presenta
una elevata sensibilita (Lapa-Guimaraes,2004).

Recentemente, ottimi risultati nella determinaziatedle ammine biogene vengono
raggiunti tramite la tecnica UPLC ( Ultra PerformanLiquid Chromatography, che
lavora con gli stessi principi della tecnica HPL¢ado perd maggiore sensibilita, piu
alta risoluzione e permettendo analisi piu veldcittavia questa € una strumentazione

molto costosa quindi non disponibile per tuttaboratori di analisi (Dadakova,2009).

4.3. Le ammine biogene come marker di autenticita

4.3.1 Nei vini

La presenza di ammine biogene nei vini e stataiamédmpiamente per 30 anni e in
particolare negli ultimo 10 anni, come conseguatedta crescente attenzione alla tutela
dei consumatori. Lo studio di ammine biogene nei &iinteressante per due motivi: il
rischio tossicologico associate con il contenut@mimine biogene e la valutazione di
condizioni igienico-sanitarie che si verificano doie il processo di vinificazione
(Galgano et al., 2009).

Le ammine biogene sono naturalmente presenti mel gd € molto difficile, se non
impossibile, ottenere un vino che non le conterga.concentrazione di ammine
biogene nel vino varia da pochi a circa 50 mg / iL o e la concentrazione delle
ammine dipende da diversi fattori: il tempo di @itd con le bucce del mosto d'uva, gli
amino acidi contenuti nelle fasi iniziali e finaella fermentazione alcolica, il tempo di
contatto del vino con i lieviti, ma anche il tipoilegrado di maturazione dell'uva, il
clima e il terreno della zona di viticoltura, e tecniche di vinificazione potrebbero

contribuire per il vino amine biogene contenutov@ritoyannis et al., 1999).
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In particolare, sono stati osservati da vari autmnmenti nella concentrazione di BA
durante la fermentazione maololattica, specialemp¢e la putrescina e durante
I'invecchiamento (Bover-Cid et al., 2006;. Bauzaakt 1995; Bauza et al., 2007).
Particolare attenzione deve essere rivolta ad alpuatiche enologiche frequentemente
utilizzati per migliorare la complessita del virgapore e aroma), ma che possono anche
aumentare la concentrazione degli acidi precuramminoacidi, come ad esempio
I'invecchiamento dei vini con fecce con tempi dicerazione piu lunghi. Lieviti, batteri
e fecce possono indirettamente svolgere un ruolpoitante nella produzione di
ammine biogene, poiché incidono sulla composizi@arainoacidica durante la
fermentazione alcolica o durante l'autolisi e possanche essere una fonte di enzimi
decarbossilasi che potrebbero essere coinvolta n@lbduzione di ammine. Inoltre,
anche il tipo di contenitore impiegato durante éanfentazione malolattica (acciaio
inossidabile o botte di rovere) sembra influenzbi@ntenuto di ammine biogene di
vini, infatti si osserva un’aumento della presedzgutrescina e cadaverina nei vini
rossi invecchiati in botti di rovere (Galgano et 2D09).

Un altro parametro che e importante per la presénzpiesti contaminanti naturali e
pH, che risulta significativamente correlato cotr@scina, cadaverina e tiramina. Molti
studi correlano la formazione di BA con elevatioradi pH nel vino che influenza la
crescita delle specie di batteri che partecipanmiato biota dei vini, e quindi la loro
attivita malolattica. Un pH sotto 3.3 potrebbe @aasun difficile fermentazione
malolattica, ma un pH elevato pud aumentare laedtisitita del vino a deterioramento
microbico. Alcuni autori hanno stabilito un liveléwitico tra pH 3,5 e 3,6, sopra il quale
e piu difficile controllare la popolazione di micganismi, con la possibilita di problemi
derivanti a causa della produzione di BA (Faustinal., 2005; Martin-Alvarez et al.,
2008; Villamiel et al., 2008).

Per quanto riguarda la relazione tra BA e gradoliale, esso & considerato uno dei
parametri che influenzano le attivita di decarbaggine degli aminoacidi da parte dei
batteri coinvolti nella fermentazione malolattidaa correlazione positiva tra grado
alcolico e presenza di ammine biogene nel vino eluve essere evidenziata a causa del
possibile effetto sinergico delle ammine biogene k&tanolo, che pud rappresentare un

rischio significativo per alcuni consumatori.
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A seguito di queste evidenze, il contenuto di an@riiiogene & stato proposto come
criterio per discriminare diversi tipi di vini premienti da paesi o regioni differenti
(Héberger Ket al., 2003; Herbert et al., 2005).

La caratterizzazione chimica dei vini rossi da dseeregioni geografiche basata sia sul
contenuto in polifenoli totali che su quello in amm biogene, & stato riportato in
letteratura per vini brasiliani, ungheresi (Motaaét 2009; Csomas et al., 2002) e del
Sud Italia (Galgano et al., 2011).

4.3.2. Nei succhi di frutta

Le ammine biogene formate dalla decarbossilazionerolrica dei corrispondenti
amminoacidi, sono naturalmente presenti negli alimé\lcune di loro sono riportate
come specifiche di alcune specie vegetali, doverc#éaro essenziali funzioni
metaboliche, e che quindi puo essere utilizzatoecamdice chemotassonomico al fine
di attestare l'autenticita del cibo (Wheaton & Simly 1965;. Vieira et al, 2007,
Santiago -Silva et al., 2011).

La loro presenza in cibi diversi puo essere andgath alle condizioni igienico-
sanitario e di deterioramento in modo tale da essensiderato un indicatore di qualita
alimentare (Lima e Gloria, 1999; Silla Santos, 1996

Le informazioni sui tipi e livelli di amine bioat in frutta e prodotti & scarsa. Finora,
nella letteratura internazionale, solo due operscridono la presenza di ammine
biogene nei succhi di frutta, in particolare necu di arancia. Vieira et al. 2007,
hanno analizzato il profilo e il livello di ammir®ogene in succhi d'arancia e bevande
analcoliche a base di arancia; tra le nove ammeterchinate la putrescina risultava
essere la predominante, seguita da sinefrina engiea.

Risultati simili sono stati ottenuti Basheer et2011 nella analisi di succhi d'arancia di
marche diverse. Nessun altro lavoro é stato pudtbliad oggi in letteratura sul profilo
di ammine biogene in succhi di frutta di altri fiutad eccezione di due articoli che
riguardano pero solo le poliammine (Cipolla e2807; Ali et al 2011.),

Inoltre ad oggi non sono presenti in letteratuceanche che esplorino la possibilita di

utilizzare questi composti come indicatori di atigta di queste matrici.
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4.4. Scopo del lavoro

Scopo di questa primo caso studio e stato quelttetirminare 11 ammine biogene in
campioni di vino rosso italiano appartenenti a diveitigni e provenienti da diverse
regioni di origine, al fine di valutare se la distizione delle ammine fosse differente e
caratterizzante il vitigno e/o della zona di orggin

Per i succhi e nettari di frutta il primo obbietiieé stato di una valutare il profilo e il
contenuto di ammine in queste bevande per la pvisita in letteratura. Il contributo di
queste bevande all'intake giornaliero di ammine pgsere importante al fine di una
corretta valutazione dell’'assunzione giornalietaltoe dei suoi effetti sulla salute, oltre
ad essere un importante parametro di controllcadwglialita delle materie prime e del
processo produttivo.

Come secondo obbiettivo nei succhi e nettari ditdr e stato quello di verificare le
potenzialita di uso del fingerprinting di questingoosti come marker capaci di
differenziare i rispettivi tipi di frutta al finei derificare adulterazioni di queste bevande
tramite tecniche chemiometriche. L’analisi dellengmnenti principali (PCA) e cluster
analysis (CA) sono stati scelti come i metodi preqlientemente impiegati per
I'esplorazione iniziale dei dati il clustering @ampioni di (Berrueta et al., 2007), poi la
analisi linear discriminant & stata applicata paificare il modello.

4.5. Ottimizzazione del metodo analitico

Le analisi di autenticita dei prodotti alimentanne caratterizzate, come evidenziato in
precedenza, dalla necessita dell’analisi di un dganumero di campioni, al fine di
ottenere un modello rappresentativo della realb@yitiva presa in esame.

Questo comporta quindi grandi investimenti in terin@iconomici e di tempo per avere
dei risultati affidabili.

Il primo obbiettivo della nostra ricerca e statongli quello di sviluppare e ottimizzare
un metodo analitico piu veloce e con consumo diesdl ridotto al fine di rispondere ai
requisiti di una chimica sostenibile, oltre a qoall avere risultati in minor tempo.

A questo scopo € stata utilizzata un colonna crognafia per HPLC caratterizzata da
un impaccamento con particelle core-shell che hammal,7 micron nucleo solido

avvolto in uno strato poroso o guscio di una sikosorbente 0,5 micron, con una
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dimensione finale delle particelle di 2,6 microRigiura4.5). Questa combinazione

materiali fa si ch la colonna cromatografica abbia una velocitare afficienza simil

alle colonne impaccate con -2um particelle totalmente porose ma al contempo ei
a mantenere bassa la pressione tale da poter egdieiEato su uno strumento HPL
convenzionale (Grittiet al. 2010; Guiochon and Gritti, 201%ritti and Guiochon
2013; Fekete et al., 2012).

Cio é particolarmente vero per le particelle -shell sub3um perclé offrono una
molto ridotta altezza del piatto teorico e minommtcopressione risgto al sub-am

paticelle totalmente porose (We et al, 2012). Per questi motivi, le colonne ¢
guesta tecnologia innovativa sono state gia applican successo all'analisi di v
composti in diversi alimenti (Kaufmann & Widmer, 12Z) Chocholo et al., 2013) e

matrici ambientali (Vinci et al2013).

(.35 pm Parous Shell

- r

A pm Cors Shell

2.6 um
Hinstex ™
Core-Shall
Particle

—

Kinatex Cora-Shall

1 Band Brosdanng

| I-\. |‘l__ ——

Fully Porows

Fig.4.5. Caratteristiche della colonna pinete corshell con particelle 2.6 urr
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Le caratteristiche di questa colonna consentoraveli prestazioni in termini di velocita
della corsa cromatografica (ridotta anche di 10 tevolispetto alle colonne
convenzionali) , di risoluzione e la riproduciklitdei picchi paragonabili a quelli
ottenute con colonne subun totalmente porose per UHPLC, senza pero costenge
laboratorio di analisi all'oneroso acquisto di qoegpo di apparecchiatura, in quanto le
pressioni di esercizio delle colonne core shellspos essere compatibili con un

classico strumento HPLC (< 400 bar).

4.5.1. Materiali e metodi

4.5.1.1. Reagenti e solventi

Acido perclorico, etere di petrolio, acetone (amaigrade) e acetonitrile (HPLC),
nonché gli altri reagenti sono stati acquistati $igma-Aldrich (Milano - lItalia).
L’acqua Ultrapura (18,2 MW cm resistivita a 25 ¥, € stata ottenuta da un Milli-Q
(Millipore, Bedford, MA, USA). Le undici ammine bjene studiate erano: etilamina
(ETA), metilammina (MEA), istamina (HIS), serotoain(SER), spermina (SPM),
spermidina (SPD), agmatina (AGM), putrescina (PUp¥eniletilamina B-PEA),
cadaverina (CAD), tiramina (TYM) che sono stattitfiirnite da Supelco, Bellefonte,
PA, USA cosi come 'agente derivatizante cloruralansile e lo standard interno (IS)
1,7-diamminoeptano.

Le soluzioni standard ad una concentrazione di 2090/ L sono state preparate in
acqua purificata per ogni ammina biogena studiatpee lo standard interno. Le
soluzioni standard sono state protette dalla lucenservate a 4 ° C fino al momento
dell'uso.

Per costruire le curve di calibrazione, sei solozgiandard contenenti tutte le ammine
sono stati ottenuti con differenti aliquote di casa soluzione acquosa, tutte diluiti a 25
ml e aggiunti con HCI®10,3 M a raggiungere una concentrazione di acrdoe di 0,2

M o 0,4 M, a seconda del cibo campione da anakzzar

Dopo la procedura di derivatizzazione, la concemtree finale di ammina dansilata
iniettata era nell'intervallo tra 0,01 e 8,0 mg./la curva di calibrazione & stato
costruito tracciando i rapporti dell'area di piaticanaliti di standard interno contro sei

concentrazioni di analiti.
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Le soluzioni standard per le prove di recupero ssiate preparate mescolando aliquote
individuali di ciascuna ammina in acqua i (amminal® e diluiti a 25 ml
(concentrazione 160 mg / L) con acqua acidificata CIQ, in modo tale da ottenere

una concentrazione di acido di 0,2 M o 0,4 M, anda della bevanda da analizzare.

4.5.1.2. Protocollo di derivatizzazione

La reazione derivatizzazione e stata effettuatauessdp la procedura descritta in
Chiacchierini et al., 2006, modificato per la temgtera e il tempo di reazione. In breve,
1,0 ml di estratto acido del campione o di sologistandard & stato aggiunto a 200 pl
di NaOH 2M (per regolare il pH a 11), 300 pl ditsobne di NaHC@satura, e 2 ml di
soluzione di cloruro di dansile (10 mg / ml in aoed).

Soluzioni di cloruro di dansile stati preparati ogolta immediatamente prima dell'uso.
Dopo aver agitato, i campioni sono stati lascibbilao a 45 ° C per 60 min (Henriquez-
Aedo et al., 2012), e I'eccesso di dansil clorustado rimosso con l'aggiunta di 100 pl
di NH,OH 25% (v / v). Il volume finale é stato portatd alL aggiungendo acetonitrile.

La soluzione di ammine dansilate ottenuta e stdteath 0,22 micron (Polypro

Acrodisc, Pall Gelmann Laboratory) e iniettato cr@matografo.

Cl NHR

0—5—0 0=5=0

+ RNH, — = + Ha

N N
HC” CH, HEC” CHy

Fig. 4.6. Reazione di dansilazione tra il dansil-cturo e le ammine primarie.

4.5.1.3. Campioni e loro trattamento

Campioni di vino rosso italiano e di succhi e netthutta sono stati selezionati per
controllare il recupero e la precisione del metolatti i campioni sono stati acquistati
nei mercati locali. Le procedure per l'estrazioedieddiverse matrici alimentari sono

stati le seguenti:
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Vino. 25 ml di vino con IS aggiunto in precedenza (@J% sono stato acidificati con
HCIO,4 10,3 M al fine di raggiungere una concentrazionactto finale di 0,2 M e poi
procedere alla dansilazione come descritto (Viheil.e 2011). Per le prove di recupero
a due livelli di concentrazione, 0,3 e 1,5 ml diugmne standard sono stati aggiunti a
25 ml di vino acidificato fino ad ottenere, dopo flase di derivatizzazione, una
concentrazione finale nel vino di 0,384 e 1,92 rago&r ogni ammina, rispettivamente.
Nettare di frutta Nettari di frutta a base di albicocca, pera secpe quale definiti
nell'allegato IV della Direttiva Europea del Corigi2001/112 / CE (Unione Europea,
2002), sono stati analizzati.

Il contenuto in ammine biogene di questa matrice aamai stato studiato prima, di
conseguenza il metodo di estrazione € stato tegt@atola concentrazione di acido
diversa e volume e le condizioni finali ottimizzateno riportate di seguito.

2,5 mL di frutta nettare aggiunti in precedenza t9r{0,5 mL) sono stati estratti con
7,5 mL di HCIQ 0.4M, centrifugato a 2000 rpm per 5 minuti. Il satante € stato poi
filtrato attraverso un filtro a membrana di 0.2&mn Millipore e ai sedimenti € stato
aggiunto 1,5 ml di HCI®0.4M e centrifugato di nuovo per 3 min. Il secomdtratto €
stato poi filtrato e aggiunto al primo. Il volumedle e stato portato a 10 ml con HGIO
0.4M. Un'aliquota di 1 mL dell'estratto finale eatst poi utilizzato per l'analisi dopo
derivatizzazione mentre il volume rimanente é statoeservato a 4 ° C per non piu di
una settimana. Per le prove di recupero a duelilidekconcentrazione, 1 e 2 mL di
soluzione standard sono stati aggiunti a 25 miudcs di pesca in modo da ottenere,
dopo la fase di derivatizzazione, una concentra&ziomale nel nettare di frutta 0,32 e
0,48 mg / L per ciascuna ammina rispettivamente. IRgmatina che necessitava
rivelazione UV, i recuperi sono stati consideratosa livello piu alto.

Succo di frutta da concentrat&Jn metodo per la determinazione di ammine biogene
nei succhi di frutta da concentrato é stato sviipra partire dalla procedura descritta
per il vino nel lavoro precedente (Preti et al120 25 mL di succo di frutta, aggiunti in
precedenza con IS (0,5 mL), é stato acidificato iemdd HCIO4 10,3 per raggiungere
una concentrazione finale di acido 0,2 M e poi dattse quantificati come descritto
sopra. Accuratezza (recupero> 93%) e la precis{®&D <8%) sono stati valutati in
triplicato con succhi di frutta aggiuntati a dugelli di concentrazione di ammine

105



biogene. La quantificazione é stata effettuatazatindo il metodo di calibrazione con
standard interno utilizzando I'analisi di regressitineare (> 0,999).

4.5.1.4. Strumentazione

Le separazioni cromatografiche in HPLC sono st#tiemizzate in un sistema costituito
da una pompa HPLC binaria LC-10 ATVP con rivelatblé-Vis AVP SP-10 e un
rivelatore a fluorescenza RF-10AXL (Shimadzu, KydBsappone) in serie. L'iniettore
e dotato di un loop di 20 microlitri. | dati cronegtafici sono stati raccolti e trattati con
software di Classe-VP (Shimadzu).

La colonna analitica era 100 x 4,6 millimetri digmeinterno Kinetex C18 colonna
(granulometria 246m), con filtro KrudKatcher C18 (tutto fornito da é{omenex,
Torrance, CA, USA). Temperatura della colonna #éicalie stata mantenuta a T 50 ° C

da un forno a CT 10AS. La pressione massima delnsssera 400 bar.

4.5.2 Analisi Statistiche

Le determinazioni quantitative delle ammine biogee#e matrici studiate sono state
effettuate in triplicato e sono stati calcolatiange, le medie e le deviazioni standard
(SD). L'analisi della varianza (ANOVA) e il confrandelle medie con il test Tuckey
Honest Significant Differences (HSD) per numeraudigale di campioni a livello 5%
sono stati effettuati utilizzando Statgraphics @Qeoh XV 15.2.06 (Statpoint
Technologies, Inc., Warrenton, VA, USA). L’analdggi dati chemiometrica (PCA, CA
e LDA) sono state effettuate con VPARVUS (Forinalgt2004).

4.5.3. Condizioni cromatografiche

Le condizioni finali ottimizzate sono state le segit un gradiente lineare partiva dal

65% acetonitrile e raggiungeva il 75% acetoniinl&,5 min e successivamente portato
a 100% acetonitrile in 9 min, e poi mantenuto peri@ per un tempo di eluizione totale

di 11 min ad una flusso costante di 0,6 ml / mabélla 4.5). Due minuti sono stati

necessari per la equilibrazione della colonna efladizione iniziale, per un tempo

totale di analisi di 13 min. La lunghezza d'onda peivelatore UV € stato impostato a

254 nm.
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Tab. 4.5. Gradiente di eluizione ottimizzato

Tempo (min) ACN % H,0 %
0 65 35
3.5 75 25
9 100 0
10 100 0
12 65 35

Per il rivelatore a fluorescenza 320 nm per I'ezétine e 523 nm per I'emissione. Sono
stati applicati il tasso di acquisizione piu veld@® Hz) e il tasso di tempo di risposta
minimo (0,1 s) per FLD e UV e a tutte le corse assicurare anche il picco piu stretto

fosse registrato completamente.

4.5.3.1 Effetto matrice

L'effetto matrice € stata valutata con il metodbadafronto delle slope come descritto
in Jia et al., 2012 e Taverniers et al., 2004. Aggg standard per ogni matrice sono
state eseguite come descritto nella sezione pretedagli stessi livelli di
concentrazione degli standards acquosi puri, pstrice curve di calibrazione con il
metodo delle aggiunte aggiunta standard. Poi stato confrontati le slope delle due

curve di calibrazione per ogni amine biogene stadia

4.5.4. Sviluppo metodo cromatografico

Le condizioni cromatografiche sono state ottimiezatmodo da ottenere la separazione
degli 11 componenti in una singola corsa cromatiiga eseguito su un programma di
eluizione di 13 min, mantenendo buona risoluzionseasibilita nelle tre matrici
alimentari considerati (Fig.1 per FLD). | tempi ritenzione dei cromatogrammi UV
sono ritardate di 0,05 min a causa del volume maeladubo di collegamento tra i due
rivelatori.

Le nuove condizioni hanno ridotto di almeno 3 valtempo di eluizione e il consumo

di solventi rispetto a quello riportata da altriepedenti metodi HPLC per la
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determinazione di un numero simile di ammine biegerel vino e altri prodotti

alimentari, con risultati comparabili ai metodi illgano l'uso di sub particelleutn

colonne (Tabella 4.6).

Tab. 4.6. Confronto dei metodi proposti in letteratira per la determinazione di ammine

biogene.
Apparatus Analytical Run T|r:re Solvent
Derivatization Biogenic amines column Time anF:aI e CONSUMe Matrix Ref.
agent Flow (min) (mir)ll) (mL)
MEA, ETA, AGM, p- f(')%e)t(e: é:niﬁq
HPLC-RF PEA, PUT, CAD, 26 .m 13 11 78 Wine, This
Dansyl-Cl HIS, IS, SER, TYM, o = O 6umI/min ’ ’ fruit study
SPD, SPM. - nectar
Chrompack
wpLc.uy  AGM, B-PEA, PUT, ?ggiri"ocrﬁi Simad, e
Dansvi-Cl CAD, HIS, IS, TRYP, 5 m 29 29 29 Fish  Dalgaard,
Y TYM, SPD, SPM. _oHm o 2011
O =1 ml/min
C18 Supelco
CAD, PUT, HIS, Discovery Soufleros
HPLC-UV TYR, TRYP, PHE, 150 x 2.1 mm 30 27 12 Wine ot al
Dansyl-Cl IS, SPD, SPM, MEA, 5um ’ 2007’
ETA. ® =0.4 ml/min
C18. Luna51Im
HPLC-RE CAD, PUT, HIS, 250 x 4.6 mm Proestos
Dansvi-Cl TYR, TRYP, AGM, S5um 35 3.9 35 Wine etal.,
Y ISO, MEA, ETA. ® =1 ml/min 2008
SPD, SPM, PUT, %%Bdfgagrgf
lon pair HPLC ~ AGM, SYN, TYM, 10 .m 71 59 50 Orange Vieira et
OPA OCT HIS, SER, o _o 7“m|/min . juice  al., 2007
CAD, TRYP,B-PEA. e
Zorbax Eclipse
C18 .
AGM, B-PEA, PUT, Simad, e
gzr';g'llf(\:/l CAD, HIS, IS, TRYP, 501’(84 'Gmmm 12 1.2 12 Fish  Dalgaard,
Y TYM, SPD, SPM. Loum. 2011
O =1 ml/min
Zorbax Eclipse
C18 Meat
TRYP, B-PEA, PUT, ' Dadakova
US;LSCI'_%\I’ CAD, HIS, IS, TYM, 501’(84 'Gmmm 12 13 12 (r:nhuesehsje etal.,
Y SPD, SPM. SoHm 2009
® =1 ml/min rooms
oC, DO, TYR, PuT, AUy UPLC Wine: Latorre-
UHPLC RF SER, CAD, HIS, 50 x 4.6 mm 7 0.6 56 chee’se Moratalla
OPA AGM, B-PEA, SPD, : ’ ’ ’ etal.,
TRYP, SPM L7um dry 2009
' ) ® = 0.8 ml/min sausages

OPA, o-phthalaldehyde; SPD, spermidine; SPM, spemPUT, putrescine; AGM, agmatine; SYN, synephrine
TYM, tyramine; OCT, octopamine; CAD, cadaverine; Hitamine; SER, serotonin; TRYP, tryptammine; ETA,
ethylamine; MEA, methylamine; HIS, histamirfePEA, B-phenylethylamine; DO, dopamine; ISO, isopropylaenin

IS, internal standard.
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Come risultato della riduzione tempo, il consumaosdiventi si riduce drasticamente
rendendo il presente metodo HPLC da reagente améee minore impatto ambientale.
Questo lavoro e anche la prima sulla determinazaine@mmine biogene in nettari e
succhi di frutta.

L'alta efficienza della colonna con particelle nporose per molecole di peso
molecolare ai 1000 Da inferiore & dovuta alla carabione della riduzione del
parametro diffusione longitudinale e del coeffi¢eedi diffusione Eddy dell’equazione
di Van Deemter (Gritti & Guiochon, 2013), questaatteristica rende queste colonne
ottimale per la separazione di ammine biogene.

Tuttavia, dato che la cromatografia liquida ad @itestazioni non erano inizialmente
progettati per le colonne ad alta efficienza imdttglisono stati necessari aggiustamenti
dell apparato HPLC. Innanzitutto la sostituzionesi dtubi di collegamento
convenzionali e della cella dei rivelatori con paimili avente un volume piu piccolo
per migliorare le prestazioni colonna e portarlausdlivello paragonabile a quello
osservato per la stessa colonna usata con strumeptri ad ultra-alta pressione (Gritti
&. Guiochon, 2013). Anche alcune modifiche del ndetosono state necessarie
soprattutto al fine di mantenere la contropressa®i® strumento sotto 300 bar.

La fase mobile scelta é stata acetonitrile (A)quac(B). Il passo iniziale era gradiente
(A) = 65%, questo era indispensabile per ottenee huona separazione delle prime
due ammine eluito, metilammina e etilammina, estdirnina e cadaverina, per il quale é
stato anche necessario un passo intermedio gradieh75% (a) a 3,5 min

Il flusso é stato mantenuto costante a 0,6 ml / ctie € inferiore al limite del campo di
portata raccomandata dal produttore colonna (@ #8,/ min). Con una tale portata un
tempo di 13 min analisi e stato raggiunto. La terapga della colonna mantenuti a 50 °
C ha dato un aiuto importante mantenere la presssmito i limiti richiesti e per
abbreviare il tempo di ritenzione, senza perdit@fficienza di separazione. Infatti, la
temperatura influenza impiegato I'efficienza cromgeafia quanto riguarda la viscosita
di fase mobile, il coefficiente di conservazionealdéa, e il coefficiente di diffusione
(Alexander et al., 2011).
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4.5.4. Ottimizzazione della procedura di estraz

Per la estrazione delle ammine biogene dal virs eiriferiti al metodo ottinzzato dal
nostro gruppo (Vinci et al2011). Essendo pero il nettare e il succo di frottrici
inesplorate, la nostra ottimizzazione della procadli estrazione € partita dal lavorc

Chiacchierini et al., che considerava | derivatitanodoro.

120

100 a5 1 T 1 I s I I I I T I
80 | = —_— —
60 — mOo.2M
0.4 M
40 —
20 —
o |
MEA ETA AGM B-PEA PUT CAD HIS IS SER TYM SPD SPM
120,0
1000 I & I I 1 1 I I I I3 1
80,0 +— — —= — ———
60,0 . m5mL
10 mL
40,0 |
20,0 =
0,0

MEA ETA AGM B-PEA PUT CAD HIS IS SER TYM SPD SPM

Fig. 4.6. Influenza della concentrazione di HCly, (0.2 M o0 0.4 M) (A), e del suo volum
finale (5 o 10 mL) (B) sulla percentuale di recupexdi ammine biogene ne nettare di
frutta. | dati sono la media + SD di tre analisi inidpendenti di o nettare di pesca
aggiuntato come descritto nel test

Come precedentemente dimostrato, I'acido perclogicsiata scelto per il trattamel
del campione ed é stato testato a due concentratiftarenti (0,2 e 0,4 M)

Le prove di recupero sono state eseguite e descritto precedentemente. Cc
mostrato in figura 4.6la concentrazione di acido di 0,4 M conseguivaipeettare di

frutta recuperi superiori a quelli ottenuti con I'acido,2 B (p <0.05).
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Poiché i recuperi con concentrazione 0.4 M non egEgnificative diversi da 100%,
guesta concentrazione é stata applicata senzé#tilfgove con diverse concentrazioni
di acido.

Per migliorare la sensibilita del metodo, in partice per la rivelazione UV, e stato
testato un volume finale di acidita di 5 mL (0,4.M)ome si puo vedere dalla figura, un
volume di acido finale di 10 ml si é rivelato essqriu adatto per una completa

estrazione di tutte le ammine.

4.5.5. Validazione del metodo analitico

L'effetto matrice é stata valutato con il metodbatnfronto delle slope come riportato
da Jia et al., 2012. Per ciascun analita, la peraddalle curve di taratura preparate con
standard acquosi sono state confrontate con godieute con I'estratto del campione e
se il rapporto delle due pendenze non risultagaifstativamente diverso da 1,0 (p>
0.05) questo indicava nessun effetto matrice, slavino rosso che nel succo e nel
nettare di frutta (Tabella 4.7).

Gli stessi risultati sono stati riportati da Jia &t nella determinazione degli
amminoacidi e ammine biogene negli alimenti ferragntda / spettrometria
cromatografia liquida quadrupolo a tempo di volontissa. A differenza di rivelatori
UV e FL, diverse matrici nella rivelazione in spethetria di massa possono provocare
grandi variazioni del segnale e quindi la valutaeialell'effetto matrice € un punto di
grande interesse. La spiegazione che gli autorndnamel loro articolo puo essere
adattato anche al nostro lavoro. In sintesi, ftedfenatrice é stato efficacemente risolto
migliore separazione cromatografica, utilizzandoa ucolonna alta risoluzione e
I'applicazione di uno standard interno analogottstrale.

Questi risultati hanno permesso I’ iniezione daeteéll'estratto acido derivatizzato con |l
vantaggio di recuperi quantitativi di tutte le ammiricercate. Questa procedura
semplice e rapida e stato gia riportato per masiichentari con relativamente basso
contenuto di amminoacidi liberi come carne, pesgerdure. Infatti, la presenza di un
elevato contenuto di aminoacidi liberi puo caugablemi di interferenze per i picchi
di ammine prima eluite (Innocente et al., 2007).

| parametri di validazione del metodo cromatog@iono riportati in Tabella 4.8. La

linearita e stata testata a sei diverse concentraza 0,01-8 mg /L su FLD e tra 0,06-8
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mg / L per la rivelazione UV, eseguendo tre misiangizad ogni livello. La linearita dei
dati &€ stata valutata mediante analisi della vadadella regressione. L’'analisi dei
minimi quadrati € risultata in un coefficiente direlazione di = 0,999 per tutte le
ammine biogene studiate con entrambi i rivelatort 0,001). Le curve di calibrazione
per ogni BA avevano un?Rsuperiore al 0,997 per la rivelazione FL e sop&9® per
(HUAVA

Tab. 4.7. Confronto delle slope per la valutaziondell'effetto matrice.

VINO NETTARE DI FRUTTA
FLD uv FLD uv

BA S M M/S S M M/S S M M/S S M M/S
MEA | 0.267 0.200 0.749 0.411 0.300 0.780 3.100 2.394730,72.790 2.014 0.722
ETA | 0.269 0.202 0.752 0.352 0.253 0.719 2.787 2.201900,72.372 1.702 0.71}
AGM | 0.123 0.101 0.817y 0.171 0.135 0.787 1.050 0.775370/71.073 0.795 0.74D

B-
PEA | 0.186 0.170 0.917 0.218 0.197 0.898 2.671 2.46222092.321 2.022 0.871
PUT | 0.548 0.509 0.929 0.691 0.632 0.914 5.600 5.089090}95.112 4.635 0.90y
CAD | 0.250 0.248 0.990 0.265 0.248 0.982 3.275 3.021230[93.025 2.721 0.90D
HIS | 0.013 0.010 0.744 0.259 0.191 0.737 0.856 0.703210,80.709 0.517 0.728

IS 0.254 0.251 0.987 0.252 0.234 0.925 1.993 1.895510.91.265 1.155 0.918
SER | 0.017 0.014 0.77¢ 0.189 0.143 0.7/b2 0.276 0.209570,70.196 0.142 0.724
TYM | 0.054 0.050 0.938 0.284 0.256 0.899 0.660 0.586880,80.468 0.400 0.853
SPD | 0.363 0.334 0.920 0.417 0.361 0.866 3.812 3.265570.83.102 2.640 0.851
SPM | 0.308 0.275 0.893 0.324 0.282 0.8/0 3.787 3.30172083.422 2.955 0.864

S, slope neat solution; M, slope matrix solutieiiS, slope ratio of matrix/neat

a: IS concentration at 4 mg/HCIO, concentration at 0.2M

b: IS concentration at 0.4 mg/HCIO, concentration at 0.4M

Il limite cromatografico di rilevazione (LOD) e limite di quantificazione (LOQ) per
ciascun analita sono stati ottenuti da una dilmzieeriale della soluzione fino a quando
le altezze erano rispettivamente & 1& (o essendo tre volte e dieci volte la deviazione
standard della segnale in bianco calcolato oltrecidiniezioni del vuoto) l'acido
derivatizzato perclorico (0,2 e 0,4 M) e stato asame bianco.

LOQ per ogni ammine biogeniche (Tabella 4.9) iredbe matrici sono stati determinati
su campioni spiked e tenendo conto del fattoreildizibne di estrazione in modo che

LOQ sono stati espressiin mg/ L.
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| valori del LOD per FLD erano tra 0,002 (PUT) eOZ8 mg / L (AGM). |

corrispondente limiti di quantificazione (LOQ) eca®,006 e 0,077 mg / L .Per la
rivelazione UV il LOD e | LOQ variavano tra 0,013t@2 mg /L, e 0,043-,373 mg /L,
rispettivamente. Le precisioni strumentali intradayinterday sono stati determinate
analizzando una soluzione standard di ammine bsgeh mg / L, cinque volte in un
giorno e per cinque volte in cinque giorni consecutispettivamente. | valori di RSD

sono stati calcolati per le undici amine biogengdistte e per lo standard interno. |

valori della RSD ottenuti con FLD sono inferiori@lielli ottenuti quando € impiegato
(HUAVA

Tab. 4.8. Performances del metodo con rivelazioneMJe FL per soluzioni standard di
ammine biogene dansilate.

FLD uv
Linear , Intra Inter Linear , Intra Inter
BAs R LOD LOQ R LOD LOQ
range day day range day day

MEA 0.03-6 0.999 0.008 0.027 2.12 3.03 0.20-6 0.99705®M. 0.167 3.07 3.72
ETA 0.02-8 1 0.006 0.020 1.64 2.24 0.14-8 0.997 0.03B8127 1.75 2.77
AGM 0.09-6 0.999 0.023 0.077 1.75 2.83 0.40-6 0.99611D. 0.373 2.64 3.70
B-PEA 0.03-6 0.999 0.007 0.023 1.67 2.58 0.15-6 0.99904D. 0.137 2.32 3.02
PUT 0.01-8 1 0.002 0.006 1.05 1.32 0.06-8 1 0.013 3.041.44 1.73
CAD 0.02-8 1 0.005 0.017 1.22 2.04 0.15-8 0.999 0.03B110 1.36 1.97
HIS 0.06-6 0.998 0.012 0.040 1.07 2.10 0.50-6 0.998050. 0.190 191 2.62
IS 0.04-4 1 0.007 0.024 0.79 1.01 0.30-4 0.999 0.031170 0.90 1.14
SER 0.08-4 0.997 0.022 0.074 2.04 2.41 0.40-4 0.995099. 0.317 3.05 3.28
TYM 0.06-6 0.999 0.016 0.053 1.08 2.19 0.40-6 1 0.08R297 1.68 2.05
SPD 0.02-8 0.999 0.006 0.020 1.28 2.28 0.15-8 0.99903®. 0.128 159 1.94
SPM 0.03-8 0.999 0.007 0.023 0.94 1.32 0.20-8 0.99905®. 0.166 1.16 1.67

R, square regression coefficient.
Intra-day and inter—day precisions are expressedR@B (%): relative standard deviation for five
determinations in one day and five times over &isasecutive days, respectively

LOD: limit of detection, Signal/Noise ratio=3; LO@mit of quantification Signal/Noise =10; and lere
range are in mg/L.

Tuttavia, entrambi i valori intraday e ripetibiliiaterday di UV e FL erano sempre
inferiore al 4%, garantendo un livello soddisfaeedit precisione del metodo proposto.
Le precisioni intraday erano nel range di 0,94-2312 le precisioni interday variavano
tra 1,32e 3,03% per FLD, mentre per 'UV eranoltrd6 e 3.07% e tra 1.67 e 3,72%.

Per valutare la accuratezza e la precisione debdoete stato aggiunta una soluzione
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standard ammine biogeniche di 160 mg / | a ciagqom di alimento descritto nella

sezione precedente.

Tab. 4.9. Percentuali di recupero e LOQ delle ammim biogene nel vino e in succhi e
nettari di frutta spiked al livello piu alto come descritto nel testo.

VINO NETTARE DI FRUTTA SUCCO DI FRUTTA
LO LO LO LO LO LO
Ammin | REC | REC AQ BQ REC | REC AQ BQ REC | REC AQ BQ
e A B A B A B
mg/L | mg/L mg/L | mg/L mg/L | mg/L
975 | 95.8 99.6 | 99.2 97.4 | 99.7
MEA 0.12 0.84 0.52 3.42 0.14 0.88
(3.4) | (3.6) 2.3) | 3.1) (2.0) | (3.8)
101. 103. 100.
99.8 99.8 99.1
ETA 6 0.10 0.65 3 0.39 2.64 8 0.13 0.71
3.7) (3.4) (2.8)
(2.9) (3.1) (4.2)
104.
99.9 97.0 | 96.3 97.9 | 95.9
AGM 3 0.40 1.88 1.65 7.56 0.45 1.92
(3.9) 3.0 | 2.7 (3.9 | (3.5
(3.7)
100. | 103. 102. | 104.
98.8 | 99.2
B-PEA 5 4 0.10 0.69 8 1 0.42 2.84 0.13 0.71
2.7) | (3.3)
(3.1) | (3.3) (3.0) | (3.5)
100.
99.5 | 99.6 99.2 96.7 | 97.8
PUT 0.03 0.21 2 0.11 0.92 0.05 0.23
(2.2) | (2.5) (2.6) 2.3) | 3.1)
(2.8)
100. 101.
98.8 | 984 99.6 98.9
CAD 0.07 0.61 8 0.32 2.44 3 0.09 0.64
(3.6) | (3.3) (3.2) (3.0
(3.2) (2.5)
104. | 101. 100. | 102.
98.7 | 97.9
HIS 0.17 0.98 2 7 0.79 4.02 7 9 0.19 0.99
(3.1) | (3.6)
(3.7) | (4.0 (3.0) | (3.8)
100. 100.
99.8 99.4 | 99.8 99.8
IS 8 0.11 0.90 0.46 3.52 2 0.13 0.93
(2.8) (2.8) | (3.1) (2.4)
(3.3) (2.5)
103. | 102. 104.
99.2 | 95.9 97.9
SER 0.33 1.60 8 9 1.42 6.46 0 0.37 1.62
(3.7) | (4.6) (3.0
(4.5) | (4.8) (4.1)
98.2 | 98.2 98.9 | 98.8 99.3 | 979
TYM 0.28 1.53 1.12 6.09 0.32 1.57
(2.1) | (3.0 (2.8) | (3.0 (3.1) | (2.9
97.4 | 96.3 98.8 | 994 99.6 | 98.7
SPD 0.10 0.68 0.36 2.70 0.14 0.72
2.7 | 3.7 (1.9) | (2.6) (2.3) | (2.8)
96.2 | 955 97.6 | 98.0 98.2 | 99.5
SPM 0.11 0.85 0.42 3.48 0.14 0.88
3.2) | 3.7) 3.1 | 2.7 (3.4) | 2.2

Rec: mean recovery percentages and standard deviatiparenthesesA: fluorimetric detection; B: UV

detection
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Cinque determinazioni sono state effettuate ad ggllo di aggiunta. | recuperi medi

erano superiori al 95%, che non era statisticamdifterente dal valore teorico del

100% (p> 0.05 secondo il test t di Student), petle ammine biogene in tutte le tre
matrici considerate (RSD inferiore 5,0%) sia paofescenza e rivelazione UV (Tabella
4.9).

Per valutare la precisione e stata applicato feda di accettabilita di Horwitz per lo

studio intra-laboratorio (Horwitz, 1982). | valogperimentali di precisione RSD

strumentale e la precisione del metodo erano gotto | due terzi del limite superiore
del campo accettabile per RSD calcolato dalla féangs,7-7,0), questo indica che il

metodo puo essere effettuato con un livello soddaite di precisione.

L'assunzione di omogeneita delle varianze tra i kikedli di spiking e stata testato

utilizzando il test di Cochran C. Tutti i valoriespmentali sono rimasti al di sotto del
valore tabulato di Cochran [Cochran C limite magsuin prova (4, 2, 0.05) =0.9392],

confermando che la varianza dei valori di recupeo e dipendente dal contenuto in
ammine.

| risultati hanno mostrato che il presente metoadfi€abile per I'analisi delle ammine

biogene in campioni alimentari.
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Fig. 4.7. Cromatogrammi HPLC/FLD di una soluzionestandard di ammine biogene di :
mg/L (A), vino (B) e di un nettare di albicocca (C) Picchi: (1) methylamine, (2)
ethylamine, (3) agmatine, (4)p-phenylethylamine, (5) putrescine, (6) cadaverine,7)
histamine, (8) standard interno, (9) serotonin, (10) ywamine; (11) spermidine, (12

spermine.
*Picco dell’etanolo dansilato
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4.6. Risultati analisi di campioni di succo e nett& di frutta

| campioni commerciali di nettare (32) e succo witth concentrato (43) sono stati
acquistati da mercati locali e conservati a tentpesaambiente prima dell'analisi. |
campioni sono stati prodotti da grandi marchi dieade di succhi di frutta italiani
(Tabella 4.10).

Tab.4.10. | tipi di nettari e succhi di frutta consderati.

Minima % di
Frutto frutta Marchi Familia Specie
dichiarata
Albicocca 50% 7
Pesca 50% 6 Prunus
8 | Pesca 70% 6 Rosaceae
[}
Z | Pera 50%
= Pyrus
L | Pera 70% 6
Mela 100% 10 Rosaceae Malus
« | Pompelmo 100% 10 ,
3 _ Rutaceae Citrus
2 | Arancia 100% 11
£ | Ananas 100% 12 Bromeliacea Ananas

| prodotti sono stati scelti per essere i piu ragpntativi del mercato, per i nettare di
frutta le varieta scelte sono state albicocca, p&spera, mentre per il succo di frutta
concentrato, mela, ananas pompelmo e arancia. Qleseritto nella direttiva UE
2001/112 / CE, i nettari di frutta sono stati egithti con il contenuto minimo di frutta
in percentuale richiesta per ogni nettare di frug@lo i nettari pesche e pere sono
presenti sul mercato con due diverse percentubb@ e 70%, e in questo studio sono
stati valutati separatamente.

| campioni erano abbastanza eterogenei, in quamo stati scelti tra tutte le categorie
di bevande a base frutta del mercato al fine dercare eventuali differenze nel
contenuto e nel profilo di ammine biogene trampé#ni in relazione alla loro origine

botanica o di categoria merceologica.
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Tab. 4.11. Medie (SD) di pH, acidita titolabile e zccheri totali dei campioni analizzati.

Declared
o ] Total
) Minimum Titratable
Fruit ) pH o sugars (g )
Fruit acidity* L ° Brix
_ 100g"
Concentration
) 3.44 0.69 13.72 11.20
Apricot 50%
(0.23) (0.13) (0.22) (0.10)
%) 3.86 0.37 12.03 12.30
8 Peach 50%
S (0.27) (0.10) (0.10) (0.21)
E 3.73 0.51 12.32 12.70
S Peach 70%
C (0.22) (0.14) (0.28) (0.15)
3.91 0.29 12.11 12.20
Pear 50%
(0.20) (0.12) (0.11) (0.10)
3.64 0.55 11.25 11.51
Apple 100%
(0.16) (0.15) (0.20) (0.22)
0 ) 3.32 1.16 9.83 10.60
o} Grapefruit 100%
% (0.14) (0.22) (0.18) (0.30)
= 3.79 0.86 10.15 11.40
3> Orange 100%
L (0.20) (0.18) (0.15) (0.21)
) 3.76 0.65 10.40 13.01
Pineapple 100%
(0.18) (0.16) (0.14) (0.20)

*Percent of citric acid

Pertanto nell'analisi dei dati e nella presentazidei campioni sono divisi in due
gruppi, i succhi di frutta da concentrati e i netth frutta.

Il pH, valori di acidita, zuccheri totali e soligolubili sono stati misurati per tutti i
campioni e i risultati sono riportati in Tabellal4. Il loro confronto con i dati riportati
in letteratura (Camara et al., 1995; Vieira et 2007) conferma la buona qualita dei

prodotti commerciali considerati.

4.6.1. Profilo e livelli di ammine biogene nei aetdi frutta

Tra le 11 ammine biogene analizzati solo cinqueossmati rilevate nei 32 campioni
analizzati (tabella 4.12). Spermidina, sperminairgacina e cadaverina sono stati
trovati in ogni tipo di nettare di frutta studiathentre I'etilamina e stata determinata

solo in tre campioni di nettare di pera con un eouato di frutta sopra il 70%.
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Table 4.12. Concentrations (mg/L) of biogenic amirgin fruit nectars.

Mean levels* (SD)

Frut Julces SPD SPM PUT ETA CAD BA tot
APicotS0% | 5 a1 (0.21) 1.86(051) 276 (2.22) nd 10.97(6.45) 17.96(7.99)
Range 1.97-252  1.22-2.51 1.39-7.10 - 3.96-17.93  10.45428
Peach 50% | 1 5 (0.25) 1.74°(0.58) 2.35%(0.75) nd 5.80(2.92) 1150 (3.62)
Range 1.34-201  1.22-2.72 1.41-3.19 - 1.95-10.06  7.74v17.
Peach 70% | 306 (0.89) 1.58%(0.20) 3.13%(0.52) nd 4.9% (0.70) 12.76°(1.36)
Range 2.02-4.44  1.37-1.89  2.25-3.59 - 4.11-6.05  11.08614.
Pear50% | 15%0.27) 1.87%(0.95) 1.68%(0.60) nd 5.06 (3.16) 10.10 (3.88)
Range 1.16-1.77  1.17-3.53 1.11-2.68 - 1.91-8.31 4.2313.2
Pear70% | 217(0.34) 1.32%(0.11) 2.83*(1.38) 1.17(0.07) 4.68 (1.29) 12.2F"(2.30)
Range 1.90-2.65  1.22-1.41 1.42-4.44  1.12-1.23  3.75-6.15 .6113.22

*Means are calculated using nd (not detected) etgu@l Mean values with different
letters in the same column are significantly difar(Tukey test, p<0.05)

Metilammina, serotonina, tiramina, agmatina e ist@&mon sono mai stati determinati.
Le poliammine spermidina e spermina si trovano uikdgiamente nel regno vegetale,
insieme al loro precursore putrescina (Walters, 3208 quindi la loro presenza é stata
prevista anche in derivati di frutta.

La cadaverina e formata dalla decarbossilazionia tisina ed e stata precedentemente
riportata in altri prodotti vegetali, come i derivdel pomodoro (Chiacchierini et al.,
2006). Questa diammine e risultata essere I'ammiedominante in tutti i nettari di
frutta. In particolare nel nettare di albicocca Iedaverina aveva livelli
significativamente superiore (p <0,05), contriburadi livello totale di ammine con il
61% seguita dalla putrescina con il 15%.

Interessante € la variabilita di questa amminaicstanvalli di concentrazione che vanno
dai 3,96 -17,93 mg/L nelle diverse marche di netfaralbicocca. In questo tipo di
nettare di frutta si riscontra un'ampia variabiétéche per la putrescina (1,39-7,10 mg /
L).
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L'analisi statistica dei dati non ha evidenziattiedenze significative (p> 0,05) tra i
frutti per spermina e putrescina, mentre la spemaidisulta essere significativamente
piu bassa nel nettare di pesca con frutta al 5@8@eello di pera 50% piu alto in quello
di pesca 70%.

La media totale di livelli di ammine variava dai,10ng / | nel nettare di pera al 50% ai
17,9 mg / | in quello di albicocca, senza differerszgnificative (p> 0,05) tra i livelli
totali medi dei campioni di nettare di pesca e per@a quello di albicocca, di pesca al
70% e di pera al 70%.

In assenza di studi precedenti sul contenuto di iaerbiogene nei frutti freschi che
sono la materia prima delle bevande studiate, pasgssere postulate alcune ipotesi
sull'origine della predominanza di cadaverina itare albicocca e sulla sua ampia
variabilita, nonché per putrescina. Questi datispos essere correlati alla presenza in
concentrazioni piu alte degli aminoacidi precurstipiche di questo tipo di frutta,
all'estrema variabilita della qualita delle matepgegme e dei processi tecnologici
utilizzati nella produzione. Infatti frutta di dikse cultivar e con diversi gradi di
maturazione, origine geografica, condizioni cliroé o da diverse pratiche colturali
puo essere utilizzata per la produzione di netlaralbicocca (Versari et al., 2008).
Inoltre, negli alimenti non fermentati, la preserdiaammine biogene sopra un certo
livello puo essere considerato un indice di atliviticrobica indesiderata (Onal, 2007).
Sorprendentemente, confrontando il contenuto di mm@rbiogene in nettari di frutta
fatti con lo stesso frutto (pesca o pera), ma aortenuti diversi di frutta (50% o 70%)
non sono state evidenziate differenze significativeitte le ammine determinate tranne
per la spermidina, la cui concentrazione nei nietiippartenenti alla categoria 70% era
significativamente superiore a quelli del 50%. Qaeslazione tra il contenuto di frutta
e livello di spermidina pud essere attribuita ppatmente alla origine di questa
ammina direttamente nella frutta fresca e non datt&vita di decarbossilazione in

seguito al processo di trasformazione.

4.6.2. Profilo e livelli di ammine biogene in sucdhfrutta da concentrato
Il profilo e i livelli di ammine biogene nei 43 camoni di succhi di frutta da concentrato
analizzati erano molto diverse da quelli in nettéirirutta, sia per la frutta che per la

diversa tecnologia utilizzata per la loro produzdTabella 4.13).
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| nettari di frutta derivano da frutti apparteneniite alla stessa famiglia botanica
(Rosaceae), mentre i succhi di frutta ottenuti dacentrati erano tassonomicamente
diversi tranne pompelmo e arancia che erano delkss genere.

In questo tipo di prodotti ortofrutticoli sono statevati 9 delle 11 ammine studiate.
Spermina, spermidina e putrescina sono state det@ienin ogni campione analizzato,
come ammine tipiche dei prodotti di origine vegetalmentre agmatina -
feniletilamina non sono mai state rilevate.

La putrescina si € dimostrata come I'ammina piuoablante nei succhi di frutta, con
una concentrazione media significativamente (p 0$uperiore rispetto alle altre
tipologie nei succhi di arancia (45,5 mg/L), e ia passa nei succhi di mela (1.02 mg /
L).

L’etilammina é stata determinata in ogni campiagagetto 4 brand di succhi di mela,
con nuovamente i succhi di arancia e mela convellb massimo e minimo. Al
contrario, la cadaverina non € mai stata determinai succhi di arancia, mentre la
concentrazione media rinvenuta nei succhi di méa30 mg/L) e stata
significativamente la piu alta.

La tiramina € stata rilevata solo in alcuni campioel 80% dei campioni di succo di
mela, nel 45% di quelli di ananas ma mai in qulhgrumi.

La metilammina € stata determinata in ogni campdirgicco di arancia e ananas, con
il succo d’arancia con una concentrazione mediarsoe (p <0,05), mentre queste
ammine volatili sono state determinate solo nel 50&b campioni di succo di
pompelmo e mai nei succhi di mela. La serotonirea pesente in tutti i succhi di
ananas e anche il suo livello medio in questo tipsucco era superiore agli altri
campioni dello studio (p <0.05).

La serotonina e stata rilevata anche nel 20% dmihgwi agrumi ma in nessun succo di
mela. L'ammina considerata piu pericolosa per latesal'istamina, ha raggiunto la sua
concentrazione media piu elevata (p <0.05) neipian di succo di ananas (2.44
mg/L) in cui é stata inoltre rilevata in ogni campe, e nei campioni di succo d'arancia,

ma ad un concentrazione minore (0,46 mg/L).
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Tab. 4.13. Concentrazione (mg/L) delle ammine bioge nei succhi di frutta da
concentrato.

Mean levels* (SD)

Fruit
BA
juices SPD SPM  PUT ETA CAD TYM MEA SER HIS Tot
o
Apple 0.46° 043 1.0Z 0.5 230 0.67 . . . 5.35
n n n
(0.15) (0.22) (0.35) (0.15) (1.53) (0.50) (1.01)
0.24- 0.24- 0.59- nd- 0.55- 3.67-
Range nd-1.6 nd nd nd
0.67 0.99 1.68 041 4.27 6.54

Pineapple 4258 250 4.85° 33F 121 0807 1.03 4.68 244 17.43
(0.91) (0.38) (10.56) (9.71) (1.21) (0.86) (0.48) (1.98) (1.59) (25.06)
255- 153- 153- 0.22- nd- nd- nd- 154- nd- 17.17-

Range
541 317 3838 3413 314 193 188 7.17 461 1681
14T 038 1008 983 1.00 0.2¢ 050 0.3 23.87
Grapefruit n
(0.45) (0.06) (4.11) (2.58) (0.64) (0.46) (1.03) (0.58) (5.02)
1.03- 0.32- 7.17- 6.21- 0.38- nd- nd- nd- 17.88-
Range -
211 050 20.80 1298 2.28 1.17 282 1.74 3579
276 0.68§ 455T 3223 1.87 0.1 0.46 83.98
Orange nd nd
(0.50) (0.32) (8.35) (4.73) (0.85) (0.44) (0.41) (10.29)
2.04- 0.37- 34.70- 24.06- nd- nd- nd- 67.90-
Range - -
366 1.37 6097 38.64 272 135 1.32 9823

*Means are calculated using nd (not detected) etuél Mean values with different

letters in the same column are significantly difar(Tukey test, p<0.05)

Anche per il 30% dei campioni di succo di pompekne avuta una concentrazione di
istamina sopra il LOQ.

| risultati per i succhi d'arancia sono conformdati riportati in precedenza (Vieira et

al., 2007, Basheer et al. 2011), che sono i stdrimenti presenti nella letteratura

recente per l'analisi di ammine biogene nei sudchiiutta. Cipolla et al. 2007, hanno

infatti analizzato alcuni succhi di frutta e alctipi di frutta fresca solo per il contenuto

delle poliammine, trovando risultati comparabili @tezione che per la spermina che
non é stato rilevata in nessun campione e la caidavehe e stata trovata solo nei
succhi di agrumi, mentre succhi di ananas non estaib presi in considerazione. Per
quanto riguarda l'analisi delle materie prime, Msh et al., 2007 hanno analizzato

solo mela e arancia e solo per il contenuto ingoothine. Per i dati su succhi di ananas
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possiamo fare riferimento solo al lavoro di Sargi&ilva et al.,, 2011 sulle ammine
biogene nei frutti tropicali, in cui viene riporéatia presenza di serotonina come
'ammina prevalente, mentre istamina, tiramina dag&rina non sono stati rilevate
nell'ananas fresca. Questo puo suggerire la coloclasche queste tre ultime ammine
siano prodotte durante il processo di trasformazionconservazione e che quindi
possano essere un indice della qualita del prodedeendo inoltre l'istamina e la
tiramina le ammine piu tossiche per la salute umana

I livelli totali di ammine variavano da 5,35 (sucati mela) a 83.98 mg/L (succhi
d'arancia), questi dati rendono i succhi di fr@taettari di frutta buone contributori al
totale di ammine biogene assunte quotidianamemtdacdieta, considerando anche le
grandi quantita di queste bevande che possonoeessesumate, in quanto considerate
salutari.

E' stato riportato che un assunzione di amminedneguperiore ai 40 mg per pasto puo
essere considerata potenzialmente tossici (Ayra§ €080), tuttavia, non tutti ammine
sono ugualmente tossiche e i rischi supplementaaii @ farmaci che inibiscono le
ammino-ossidasi, l'alcool e le malattie gastroititedi possono svolgere un ruolo

importante nel re-determinare la soglia di tosdiainmine bioattive.

4.6.3. Studio di correlazione nei succhi di fruttaconcentrato

Uno studio della correlazione di Pearson € stdittafito per verificare l'esistenza di
relazioni tra le ammine biogene nei diversi suadhifrutta da concentrato. Questo
studio é stato eseguito anche in nei nettari digruma non sono emerse correlazioni
significative.

| risultati sono riportati nella tabella 4.14 (soniportati solo parametri con valori
significativi).

Le correlazioni piu interessanti sono state trovegiesucchi di ananas, dove due gruppi
di ammine hanno dimostrato di avere coefficiergn#icativi di correlazione. Il primo
gruppo e costituito da istamina spermina, sperraidin serotonina, che sono stati
correlati positivamente I'una con l'altra. Il sedongruppo, putrescina, etilammina e
metilammina, ha mostrato una correlazione posiallanterno del gruppo ma ha

mostrato una correlazione negativa con la cadaaerin
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Questa forte correlazione di questi due gruppi miméne puod indicare che la loro

presenza in questo tipo di succo di frutta siaigriizata dagli stessi parametri.

Table 4.14. Pearson correlation between biogenic anes in pineapple and apple juices

Parameters Correlation coefficent*
Pineapple

SPM X SPD 0.8755
SPM X SER 0.9835
SPM X HIS 0.9909
SPD X SER 0.8305
SPD X HIS 0.9024
SER X HIS 0.9892
PUT X ETA 0.9947
PUT X CAD -0.8820
PUT X MEA 0.8573
ETA X CAD -0.9071
ETA X MEA 0.8307
CAD X MEA -0.8681
Apple

SPD X CAD 0.8684

*Significant p<0.01

Negli altri campioni di succo esaminati non e statavata alcuna correlazione
significativa, solo la correlazione positiva traespidina e cadaverina nel succo di mela.

Nessuna correlazione e stata trovata tra il combemu ammine biogene e gli altri

parametri considerati.

4.6.4. Analisi multivariata dei dati

Il diverso profilo di ammine biogene nelle diffetetipologie di succo di frutta da
concentrato ha suggerito l'ipotesi che alcune detienine determinate potessero essere
tipiche di una specifica famiglia botanica e chetg@o potrebbero rappresentare
potenziali markers di autenticita dell'origine @ssmica.

A tal fine, le tecniche di pattern recognition reupervisionate, cluster analysis (CA) e

analisi dei componenti principali (PCA), sono stailizzati per valutare il contenuto
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informativo dei dati, e per evidenziare un raggamppnto naturale tra i campioni.
Questo tecniche sono state applicate a tutti i @ammggetto di questo studio, ma
risultati apprezzabili sono stati ottenuti solo psucchi di frutta ottenuti da concentrati.
A partire da questi risultati, la LDA e stata appta per fornire un modello matematico

per classificare i campioni di succo in base alta composizione di frutta.
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Fig.4.7. Dendrogramma dell’analisi cluster sul corgnuto di ammine biogene in succhi di
frutta da concentrato: AP, mela; GR, pompelmo; OR,aancia; Pl, ananas.

CA e PCA sono stati effettuati dopo autoscalindasuatatrice di dati delle biogene
ammine nei succhi di frutta da concentrato. PerCly, sono state calcolate le

somiglianze tra i campioni sulla base del distapzeidea quadratica e per stabilire i
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cluster e stato usato il metodo agglomerante dgeircdi Ward. | risultati sono
visualizzati come un dendrogramma in Fig. 4.7 eeaom grafico bidimensionale degli
scores e dei loadings dei campioni nello spaziondefdai primi due componenti
principali in Fig.4.8.

E interessante evidenziare il comportamento dectsudi pompelmo e arancia che
appartengono alla stessa famiglia botanica Citmes,sono classificati in due cluster
diversi, con i succhi di pompelmo che mostrano sinalarita piu alta nei confronti dei
succhi di mela, con conseguenti profili di ammim@gkene inaspettatamente simili.

Il dendrogramma mostra quattro gruppi a livelloistodine di 0,6: gruppo A contiene
solo qualche campione di succo di mela, il gruppooBtiene sia i restanti succhi di
mela e di succhi di pompelmo, il gruppo C contisa succhi di arancia e il cluster D
solo succhi di ananas. Aumentando il livello dngglianza a 0,6-0,7, all'interno del
cluster B si possono distinguere due sub-clust&r B'che sono composti da succhi di
mela e succhi di pompelmo, rispettivamente.

Nella analisi PCA (Fig. 4.8.A), le prime due compot principali (PC1 e PC2)
rappresentano il 74% della variabilita totale. Lariabili (Fig. 4.8.B), che hanno
contribuito di piu alla PC1 (47,2%) sono state spea, serotonina, spermidina,
istamina. La PC2 (26,8%) e stata invece associata aadaverina, metilammina,
putrescina e etilammina.

In accordo con i risultati delle analisi di clusteella PCA (Fig. 4.8.A), i succhi di
ananas e i succhi d'arancia risultano nettamempi@ate tra di loro e dagli altri gruppi
(succhi di pompelmo e mela). Quest'ultimi due dipsucco di frutta sono riuniti in due
diversi gruppi ma non sono separati completameniguiadi non possono essere
chiaramente classificati.

Nessuna ulteriore analisi e stata effettuata pesace di separare meglio i gruppi di
mele e di succo di pompelmo, in quanto la piu pbibasofisticazione in questo tipo di
bevande € l'aggiunta di questi due succhi, piu @wici, agli altri.

Pertanto la separazione ottenuta dall'applicaziotie questo due tecniche
chemiometriche ai dati delle ammine biogene, hanpeso una buona classificazione
dei campioni di succhi di frutta tale da fornire promettente punto di inizio per lo
sviluppo futuro di metodi per la verifica di adulieioni.
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Fig. 4.8. Plots dalla analisi delle component priripali dei dati delle ammine biogene sui
succhi da concentrato: scores (A) e loadings (B)l,Rinanas; OR arancia; GR, pompelmo;
AP, mela.
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Per classificare i succhi in base alla composizidn&utta, un modello LDA e stato
costruito. LDA e stata eseguita su campioni oriljin@izzando gli scores dei campioni
sulle prime quattro PCs come variabili.

| risultati di classificazione del modello LDA sostati presentati in termini di abilita di
riconoscimento e previsione. La capacita di ricaimaento rappresenta la percentuale
di successo di classificazione dei campioni neéhiing set.

La abilita di previsione e la percentuale di campiassificati correttamente nel set di
campioni usati come controllo utilizzando il modetiviluppato nella fase precedente.
La validazione del modello LDA é stata effettuata d metodo di convalida incrociata
Leave one out (LOOCYV). Questa procedura di valolaiviene eseguita rimuovendo
un campione per volta, da utilizzare come un test mentre i campioni rimanenti
formano il training set. | risultati della class#éizione LDA di tutti i campioni

provenienti dai quattro gruppi sono mostrati in dl&b4.15.

Tab 4.15. Risultati della capacita di classificazioe del modello LDA per i succhi a seconda
del frutto di origine

Classification matrix

Assigned fruit category
Correct % Apple Pineapple Grapefruit Orange Correct %
Apple 95.58% 411 19
*5 ? Pineapple 100.00% 516
; g Grapefruit 94.88% 22 408
E o Orange 100.00% 473
Total 97.62% 433 516 427 473
Prediction matrix
Assigned fruit category
Correct % Apple Pineapple Grapefruit Orange Correct %
Apple 70.00% 7 3
45 gx Pineapple 100.00% 12
“q—) g Grapefruit 80.00% 2 8
E o Orange 100.00% 11
Total 87.5% 9 12 11 11

128



Si é arrivati ad una corretta classificazione (&billi riconoscimento e previsione del
97.62% e il 87.50%, rispettivamente) per tuttimgaoni

Nel training set, alcuni campioni di succo di meteno stati erroneamente assegnati dal
modello al gruppo dei succhi di pompelmo, e anclweind campioni di succo di
pompelmo sono stati classificati come succhi dianét set di predizione I'abilita di
predizione per la categoria succo di mela e stlt&@o in quanto 3 campioni di succo
di mela sono stati assegnati in modo non corréiticcategoria succo di pompelmo.

Allo stesso modo, 2 campioni di succo di pompelmioosstati classificati come succo
di mela, con conseguente capacita di previsione lpeclasse di pompelmo di
appartenenza del 80%. | succhi di arancia e ansoras stati correttamente classificati
(100%)), sia nella matrice di classificazione chequella di previsione.

Questo modello di riconoscimento e di previsioné ébuona corrispondenza con i
risultati delle due analisi esplorative (CA e P@Ahdotte. | campioni di succo di mela
e di pompelmo sono risultati essere piu strettaeneotrelati rispetto agli altri per il
contenuto di ammine biogene. Il metodo propostquesto articolo € quindi adatto per
la discriminazione della origine botanica dei suctHrutta a partire dal loro contenuto
in ammine biogene. A proposito della capacita @vfgione, il metodo sembra essere
piu accurato per la discriminazione di succhi ai@mcananas (100% e 100%), ma i
risultati sono soddisfacenti anche per la classione dei succhi di frutta da mela e
pompelmo (70% e 80%).

4.7. Risultati analisi di campioni di vino rosso iliano

Sessanta bottiglie di vino rosso commerciali (73Psono stati acquistati direttamente
da mercati ed enoteche locali. | campioni sona ptatotti a partire da quattro vitigni,
rappresentanti del settore vitivinicolo italianded territorio. Per ogni campione di vino
e stato assegnato un codice numerico di identibiogz come segue: Primitivo (Sud
Italia, Tag P), Syrah di Sicilia (Sud Italia, Tayy $Montepulciano D'Abruzzo (Centro
Italia, Tag M), Dolcetto D'Alba (Nord lItalia, Tag)Dper ogni vitigno sono stati

acquistati 15 campioni.
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D’olcetto
d’Alba

Montepulciano
d’Abruzzo
Primitivo

del Salento

Syrah
di Sicilia

Fig 4.9. Origine dei 4 vitigni di vino rosso italimo oggetto dello studi

L’anno di vendemmia andava dal 2007 al 2012. | gamsono stati divisi in tre clas
di prezzo, ciascuna con 20 vi

1- <4€, segmento a basso pre:

2- tra 4-7€, segmento di prezzo mec

3- > 7€, segmento a prezzo elevi

| vini sono stati consgati al buio a 1-20 ° C e ogni bottiglia e stata ape

immediatamente prima della ana

4.7.1. Materiali e metodi

La procedura per la determinazione del profilo lecdatenuto odi ammine biogene |
campioni di vino rosso analizzati € quella preentemente descritta. La determinazi
delle ammine biogene €& stata affiancata dalla dfiGa#tione di altri paramet
importanti per i vini rossi: contenuto in Trans wesatrolo, capacita antiossidante

contenuto in polifenoli totali, le cui metodicsono brevemente illustrate di segt

130



Trans-resveratrolo:ll procedimento di estrazione liquido-liquido cotere dietilico
segue quello descritto da Malovana et al. (2008).chlonna analitica usata per la
determinazione in HPLC e stata una Supercolsil B®x 46 mm, 5um), con fase
mobile: metanolo + acido formico al 2% come sotee e acqua + acido formico al
2% come solvente B. Le condizioni al tempo iniziatano 80% B e 20% A; é stato poi
applicato un gradiente lineare fino ad arrivard@# B in 30 minuti ad una velocita di
flusso di 1,3 mL / min. La rivelazione fluorimetaice stata effettuata a 330 nm per
I'eccitazione e 374 nm per I'emissione (Buiardlle 2006). La curva di calibrazione e
stata costruita in un intervallo tra 0,1 e 10 mg/(R*>> 0,99).

Determinazione della capacita antiossidarit@attivita di scavenging nei confronti del
radical libero 2,2-diphenyl-1-picrylhidrazyl (DPPH)dei campioni di vino e stata
valutata misurando la diminuzione della assorbanZd7 nm come precedentemente
riportato (Granato et al., 2010) con alcune moldicLa miscela di reazione era
costituita da 5,8 ml della soluzione metanolic®&PH (0,05 mg / mL), e da 0,2 ml di
vino diluito 50 volte in metanolo. Dopo agitaziohe miscela e stata mantenuta al buio
per 30 minuti a temperatura ambiente. L'assorb&ngtata misurata contro metanolo
utilizzando un Perkin Elmer 554 UV-Vis spettrofotetno con cuvette da 1 cm. |
risultati sono stati calcolati usando il tasso mibizione (I) del catione radicalico,

secondo la seguente equazione:

A0 — Af 1

% = 00

Determinazione del contenuto totale di fendllicontenuto di polifenoli totali & stato
determinato con il metodo Folin-Ciocalteau seconfimgleton et al. (1999).
Brevemente, 1 ml di reagente Folin-Ciocalteau tostggiunto a 0,2 ml di vino (diluito
1 a 5 ml con acqua distillata), e lasciata al lpgo5 min. Poi sono stati aggiunti 4 ml di
carbonato di sodio al 20% (m / v). La miscela éastaescolata e lasciata per 30 minuti
a temperatura ambiente. L'aumento di assorbantat& misurato a 750 nm contro un
bianco preparato sostituendo il volume del campiooe metanolo. L'acido gallico
(GA) e stato utilizzato come standard di riferineertuna curva di calibrazione e stata

preparata con una gamma di concentrazioni fra @ /L. Il tenore dei composti
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fenolici totali & stato calcolato come la medidrdi misurazioni ed espresso in grammi
equivalenti di GA (GAE)/L.

Misure strumentali del ColoreLe coordinate CIELAB, luminosita (L *), croma o
saturazione (C *), tonalita (h), la parte verdesmé& *) e la parte giallo-azzurro (b *)
sono stati determinate secondo Ayala et al. (198d)i dati sono stati trattati con il
software MSCV® (Ayala et al., 2001).

4.7.2. Risultati dei parametri chimico fisici

| campioni di vino sono stati scelti per essereiil rappresentativo possibile del
mercato del vino italiano, che € uno dei piu corsgilelel mondo. Per questo motivo i
campioni costituiscono un gruppo piuttosto eteregeriatto di quattro vitigni diversi,
di diverse annate, di quattro diverse regioni diiazione geografiche e climatiche,
con diverse pratiche enologiche. Quindi sono stetgervate grandi differenze nella
composizione chimica. La tabella 4.16 mostra untesi dei parametri analitici generali

valutati nei 60 vini rossi italiani studiati.

Tab 4.16. Valore commerciale, annata, caratteristiee colorimetriche, contenuto di etanolo
e solfiti, pH, dei campioni di vino rosso di fascdi prezzo differenti

Ranges Medie e differenze significative
Basso Medio Alto Basso Medio Alto

Prezzd 1.89-3.49 4.20-7.00  7.75-13.50 2.66 a 542 b 9.08 ¢
Annata 2009-2012  2007-2012  1998-2011 2011 a 2010 a 2008 b
L* 68.00-86.50 64.70-87.30 66.50-84.20 78.54 a 81.54 a 76.24 a
C* 13.42-33.90 14.33-32.38 17.34-32.34 22.35 a 22.86 a 25.16 a
h* 10.93-52.63  6.75-39.37 18.44-45.37 26.33 a 25.99 a 28.01 a
a* 8.14-28.41 12.26-32.27 18.39-32.48 19.87 a 21.56 a 24.04 a
b* 3.70-18.50 3.57-14.79  6.89-22.46  9.69 a 9.23 a 12.56 b
pH 3.24-3.73 3.48-3.72 3.53-3.82 3.49 a 3.58 b 3.67 ¢
Etanolo® 12.10-14.00 12.25-14.25 12.75-15.00 12.63 a 13.10 b 13.57 ¢
SO, free® 1.08-48.64 1.45-4864 1.97-4480 16.87 a 14.70 a 16.99 a
SO, tot®  10.24-112.64 10.88-94.72 10.24-104.32 56.8 a 45.90 a 47.70 a

'Prezzo di vendita riferito ad una bottiglia di 0I7%€), (% V/V), ° espresso in mg/L.
Lettere diverse nella stessa riga mostrano risudtatisticamante differenti second |l
test LSD (p<0.05).
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Per quanto riguarda la composizione del colorgoardinata unica CIELAB che ha
mostrato differenze significative tra i tre segmeinprezzo e di colore giallo-azzurro (b
*), che ha avuto il piu alto valore nei vini costos

Il tasso di inibizione di DPPH (Tabella 4.17) vamnietevolmente 10,34-49,48%, nonché
fenoli totali e contenuto di resveratrolo che veaid,40-2,84 e 7,19-53,61 mg / L,
rispettivamente. Questi valori sono in accordo paecedenti studi in cui i diversi vini
rossi italiani sono stati valutati (Cimino et &007).

| campioni sono stati raggruppati in tre categaorieelazione al loro valore al dettaglio,
e al fine di esplorare I'effetto "valore commerefali dati sono stati elaborati mediante
il test ANOVA (p <0.05). Per i parametri analitigenerali, € stata osservata una
dispersione significativa pH, etanolo, vendemmpezzo al dettaglio, con il segmento
di prezzo elevato con i vini maggiori, come prewis®er quanto riguarda i solfiti non vi
era alcuna chiara tendenza tra le diverse categopezzo, con una gamma 14,7-16,99

mg / L per i solfiti liberi e 45,9-56,8 per il tdéa

Tab. 4.17. Polifenoli totali, trans resveratrolo eapacita antiossidante di campioni di vino

rosso di differente fasce di prezzo.

Ranges Medie e differenze
significative
Basso Medio Alto Basso Medio Alto
Polifenolit 0.40-2.49 1.21-245 1.03-284 135 a 1.79 b 1.76 b
Resveratrold 1.10-3.20 0.72-453 1.84-536 195 a 255 a 3.13 b
Capacita 10.34- 15.83- 28.99-

28.99 a 30.96 a 3985 b
antiossidanté 42.46 45.88 49.48

concentrazioni espresso come (g/L GAspresse come % inhibizionespresso in mg/L.
Lettere diverse nella stessa riga mostrano risgitatisticamante differenti secondo il test LSE@5).

Differenze significative sono state osservate tkdni appartenenti a diverse fasce di
prezzo, in generale, i vini di alta prezzo espost@iu alto livello di sostanze

antiossidanti legate (composti fenolici, resvelat® DPPH tasso di inibizione), come
mostrato in figura 4.10.

Su 60 campioni di vino, sono stati rilevati, idéntti e quantificati nove ammine

biogene. Differenze significative (p <0,05) trovatinfrontando i tre diversi segmenti di
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prezzo di vino ed i risultati sono diversi per ciasa ammina considerati (Tdla 4.18).
In particolare, metilammina, agmatina e istaminacssetati trovati statisticamente |
presente nei vini a basso prezzo, con istaminaheheaggiunto una media piu ¢

doppia degli altri due segmel

100% -~

90% - W high-price
30% medium-price
-

20% M low-price
-

60%

50% B B B
40% B B B
30%
20%

10%

0%
Polyphenols t-resveratrol Antioxidant capacity

Fig. 4.10. Antioxidant properties ofwines of different price categories.

Al contrario cadaverina e putrescina risultato sigativamente piu presente nei vini
alta di prezzo, con piu di un doppio di contenutvitho a basso prezzo. Le ammi
biogene rimanentip-phenilethylamine, tamina, etilammina, spermina e spermid
non variano tra i segmenti di prezzo e la serotgigtata mai rilevat

In generale, si notandifferenze significativenel totale delleammine biogene tra
segmenti di prezzo, essendo il segmento di prezu alto € il piu ricco di ques
composti seguitdagli altri due in ordine (Fura 4.11).

In generale, i livelli di ammine biogene determimadi campioni esaminati sono anc
considerati sicuri per i pazienti senza intolleangtamina, soprattutto [ quanto
riguarda HIS e TYR, la piu importante causa dilietanza al vinoKonakowsk et al.,
2011).
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Tab. 4.18 Composizione in ammine biogene (mg/L) di vini ra8 di diverse fascie d

prezzzo.

Biogenic
amines

B-PEA

AGM

CAD

ETA

HIS

MEA

PUT

SER

SPD

SPM

TYM

Total

Range: Medie e differenze significativi
Basso Medio Alto Basso Medio Alto
Ng-1.75 Ng-1.47 0.15-1.20 0.49 a 0.42a 0.54 a
Ng-5.18 Ng-4.52 Ng-2.72 237 a 2.72 ¢ 154 b
0.33-3.90 0.9C-4.45 0.86-9.90 1.34 a 1.84 323 b
1.01-14.23  1.14-10.03 2.59-16.40 469 a 4.20a 5.56 a
Ng-3.16 Ng-1.05 Ng-1.26 1.02 a 0.40 t 0.46 b
0.21-1.63 0.52-1.52 0.15-1.43 1.06 a 0.99 0.74 b
0.84-10.08  2.24-20.28 3.32-25.40 5.55 a 7.03 ¢ 10.71 b

nd nd- nd - - -

Ng-0.58 Ng-1.03 NQg-0.96 0.18 a 0.32a 0.32 a
Ng-1.37 Ng-0.33 Ng-0.27 0.15 a 0.0%a 0.11 a
0.22-13.28 0.75-26.69  3.075-34.99 7.76 a 8.60a 12.12 a
5.07-48.90 16.0463.64 22.79-97.11 29.00 a 34.04 | 48.23 ¢

Lettere diverse nella stessa riga mostrrisultati statisticamante differenti seco |l
test LSD (p<0.05).
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Fig.4.11. Biogenic amines levels in the differentrige categories
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Ma le possibili reazioni dei consumatori intolletiaall'istamina meritano attenzione

anche in considerazione degli altri alimenti ricdhiammine che si assumono ad ogni
pasto.

Anche i livelli totali di anidride solforosa in tuti campione analizzato sono di gran

lunga al di sotto del limite di legge comunitansskto a 160 mg / L.

4.7.3. Contenuto di ammine biogene nei vini stu@iaelazione con gli altri parametri
Uno studio di correlazione € stato effettuato perificare I'esistenza di rapporti tra i
diversi parametri analizzati e soprattutto con alove commerciale del vino rosso
italiano. | risultati sono riportati nella tabelld.19 (solo parametri con valori
significativi sono riportati).

Analizzando innanzitutto la correlazione tra prexawo e l'altro valore e evidente il
forte correlazione negativa tra prezzo e epoca (f 6.57; p <0.01) e la forte
correlazione positiva con il contenuto in etanale (0,65, p <0.01) e con i risultati di
pH (r = 0,57, p <0,01).

E ben noto che i vini pill economici sono solitareegiovani e subiscono una
macerazione piu piccolo e piu della fermentazioueieme in una fase puramente
liquido, mentre la fermentazione del vino da inveato € il piu delle volte effettuata in
presenza di uva solidi e in botti di rovere (Granet al., 2012; San Juan et al., 2012)
qguesto processo € molto costoso e influenza typerametri chimici studiati come
indicato nelle seguenti sezioni. La seguente d&ons si concentrera pertanto sulle
differenze di composizione chimica tra i vini deltategorie piu economiche e piu
costose, attraverso uno studio di correlazionencin@no a trovare relazioni tra i diversi
parametri e prezzi, e cercando di capire la pdssirigine di questi risultati soprattutto
nelle pratiche enologiche utilizzate.

| consumatori e le industrie vinicole mostrano semmaggiore interesse per la
presenza di alcune ammine biogene negli alimemigeievini, in particolare, e la loro

assenza ¢ indicata come indice di qualita del gtod®nal et al., 2013).
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Table 4.19. Correlations among different parameterstudied.

Phenolic  Ant SO, SO,

s Cap tresv  Tot Free PUT CAD TYM ETA HIS AGM  Ethanol pH L* a* b* Vihtage  Price
Ant Cap 0.45° 1.00
t-Resv 0.22 05F 1.00
SO, Tot -0.41° -0.06 -0.12 1.00
SO, Free -0.24 0.10 0.0 079 1.00
PUT 0.23 058 0368 -024 -016 1.00
CAD 0.14 038 04F -025 -005 040 1.00
TYM 0.21 053¢ 023 -029 -025 08f 034 1.00
ETA 019 048 037 025 04F 036 020 037 1.00
MEA 0.03 0.01 -0.34 000 -0.07 0.03 -022 012 0.00 0.29 0.18
SPD -0.15 009 026 -008 020 017 037" 011 0.13 -0.20 -0.24
Ethanol 0.5F 049 031 -03% -028 030" 040 0.28 0.08 -0.16 -0.3% 1.00
pH 032" 0.46° 0.29 -018 -0.16 0.41 04F 032 019 -013 -0.10 05%F 1.00

-0.36
L* -0.39¢ B 023 028 -0.02 -020 -015 -0.21 -0.16 -0.04 0.10-0.3¢ -0.3* 1.00
a* 0.4%F 04% 03% -026 0.09 034 0406 0300 04F -007 -0.09 0.3F 03¢ -0.7¢ 1.00
-0.47

b* 0.31% 0.17 -0.11 ¢ -049 037 026 04F -013 -0.10 -0.16 0.35 0.3 -04% 03F 1.00
Vintage -0.13 034 -0.13 032 030 -048 -022 -051° 0412 015 0.9 -0.27 -0.29 0.38 -012 -0.66 1.00
PRICE 0.35" 046 03¢ -026 -0.08 041 05F 0.26 0.05 -0.38% -0.29 0.65° 05F -03¢ 033 038 -05F 1.00
BA Tot 0.18 0.60° 043® -026 -0.10 0.83° 0.77° 0.82° 049 0.03 -0.19 0.38% 0.46° -0.23 0.47°® 0.38" -0.39"  0.46°

significance: "p<0.05,° p<0.02.° p<0.01. Significant correlations are in bold.




Dai nostri dati sulla presenza di BAs in vini rossiliani in relazione al valore
commerciale del vino, cadaverina e putrescina santbaumentare con il prezzo del
vino (r = 0.52, e 0,41, rispettivamente), menistdmina sembra essere piu presente nei
vini a basso prezzo (r = - 0.35, p <0,02). L'istaané I'ammina piu pericoloso e puo
causare molti effetti negativi per la salute umaPar questo motivo, e nonostante il
fatto che nessun limite ufficiale e stato ancoedidito, alcuni paesi hanno stabilito dei
limiti di legge o raccomandazioni per le concentaz di istamina nel vino. Inoltre,
cosi come il loro effetto sulla salute umana, lemane biogene possono anche
influenzare il sapore di un vino (Bach et al., 2011

Interessante I'elevata correlazione positiva titaggaina e tiramina (r = 0.84, p <0.01).
Questa associazione e gia stato descritta (Ronteab, 2002), mentre la correlazione
tra putrescina e cadaverina (r = 0.40, p <0.019taéo rilevata da Konakowski et al.
(2011).

Le ammine biogene sono naturalmente presenti mel gd € molto difficile, se non
impossibile, ottenere un vino che non le contenga.

La presenza di BAs nel vino puo avere molte fontese: il tempo di contatto con |l
mosto d'uva, tipo e quantita di amino acidi contenelle fasi iniziali e finali della
fermentazione alcolica, tempo di contatto del voaom i lieviti, ma anche il tipo e il
grado di maturazione dell'uva, il clima e il tercedella zona di viticoltura, e le tecniche
di vinificazione (Ferreira e Pinho, 2006).

In particolare, e stato osservato da vari aut@urento della concentrazione di BA
durante la fermentazione malo lattica (FML) e dtedhnvecchiamento (Soufleros et
al., 1998; Landete et al., 2005; Pramateftaki .e28l06).Alcuni autori hanno dimostrato
che la FML ha una grande influenza sul livello &ITPin vini rossi (Izquierdo, et al.,
2008;. Gardini et al, 2005; Martin-Alvarez, et a2Q06), mentre le altre ammine
fisiologicamente attive potrebbero essere prodhitante la fermentazione alcolica e
malolattica, o provenire direttamente dalle uve.

Particolare attenzione dovrebbe essere prestataaladne pratiche enologiche
frequentemente utilizzate per migliorare la comgtasdel vino (sapore e aroma), ma
che puo anche aumentare la concentrazione dedli @e&icursori aminoacidi, come ad
esempio l'invecchiamento dei vini con fecce, tenapi macerazione piu lunghi

(Villamiel et al., 2008). Lieviti e batteri feccgsono indirettamente svolgere un ruolo
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importante nella produzione di ammine biogene,uamo influenzano la composizione
aminoacidica durante la fermentazione alcolica cawhe autolisi (Marcobal et al.,
2006; Alcaide- Hidalgo et al., 2007), e puo anckseee una fonte per gli enzimi
decarbossilasi che potrebbero essere coinvoltanethduzione di ammine. Inoltre, il
tipo di contenitore impiegato durante la fermerdgagi malolattica (acciaio inossidabile
o botte di rovere) sembra influenzare il conterditammine biogene nei vini (Jimenez
Moreno et al., 2003). L'invecchiamento dei vini giogn botti di rovere aumenta
notevolmente il contenuto di putrescina, e, in masunferiore, di cadaverina
(Dapkevicius et al., 2000).

Inoltre, un altro parametro che € importante peprasenza di questi contaminanti
naturali e il pH, che risulta infatti significatiweente correlata con putrescina,
cadaverina e tiramina. Molti studi correlano lanfiazione di BAs con elevati valori di
pH nel vino (Landete et al., 2005; martin-Alvarézarcobal et al., 2006). In realta,
guesto parametro influenza il tasso di crescitéedsdecie di batteri che partecipano al
micro biota del vino, e quindi la loro attivita rokdttica. Un pH sotto 3.3 potrebbe
causare una difficile fermentazione malolattica, amapH elevato pud aumentare la
suscettibilita del vino al deterioramento microbiddcuni autori hanno stabilito un
livello critico tra pH 3,5 e 3,6, sopra il qual@i@ difficile controllare la popolazione di
microrganismi, con la possibilita di problemi denii a causa della produzione di BA.
Per quanto riguarda la relazione tra BA e gradwlialo, € considerato uno dei
parametri che influenzano le attivita dei batteringolti nella decarbossilazione degli
aminoacidi durante la fermentazione malolattica. dosrelazione positiva tra grado
alcolico e presenza di BAs nel vino dovrebbe essei@enziata a causa del possibile
effetto sinergico dell’etanolo sulla attivita deBA\s, che puo rappresentare un rischio
significativo per alcuni consumatori. L'andamentei divelli di concentrazione di
istamina, che sono, al contrario, maggiori nei @rbasso costo, pud essere spiegato da
una diminuzione di questi composti durante la cowasgone dei vini ad alto costo.
Infatti, in alcuni alimenti fermentati & stato ossdo che la degradazione di istamina
puo essere dovuto all'azione delle ammina ossipiesenti, impedendo cosi il suo
accumulo (Dapkevicius et al., 2000). | livelli negi per il biossido di zolfo libero e
totale sembrano generalmente poco correlati comlgli parametri di controllo della

qualita del vino; con l'eccezione della correlaeiaon etilammina. Pertanto I'effetto
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inibitorio di SG, verso la fermentazione malolattica e quindi il soaseguente effetto
nellimpedire la formazione delle ammine riportata Marcobal et al. (2006) non e

stato confermato.

4.7.4. Classificazione dei vini in base al valoogrenerciale e al vitigno

LA PCA e stata effettuata allo scopo di fornirevigualizzazione parziale dei dati
impostati in una dimensione ridotta. L'analisi nuatiata e stata eseguita da prima sulla
sola matrice di dati composta dai 60 campioni dedahriabili corrispondenti alle
ammine biogene studiate, come riportato nella &gdrl2, queste variabili non sono
state da sole sufficienti a discriminare i vini effg dello studio nel dal punto di vista
dell'origine geografica e del vitigno né della fesdi prezzo.

La PCA é stata quindi ripetuta includendo i datiidenti da tutti gli altri parametri
studiati non considerando le coordinate del coléres e h * e il prezzo. Dopo
autoscaling, due componenti importanti sono statividuati dando conto per il 26% e
il 14% della varianza totale, rispettivamente.

Il secondo componente principale (PC2) € dominatbetfetto positivo di polifenoli,
coordinata b * e spermina, mentre negativamen®@ad etanolammina.

Dai loadings delle variabili (Figura 4.13), si esfmzia come ammine biogene
putrescina, cadaverina e tiramina, capacita amtdiaste, polifenoli e trans-resveratrolo
con il contenuto di etanolo sono le caratteristiche influenzano positivamente la
prima componente principale (PC1), mentre I'anmala coordinata L hanno un impatto
negativo.

Il grafico degli scores ottenuto da dati quanwtiatli ciascun campione di vino rivela
una certa discriminazione dei campioni in bas@m Valore commerciale lungo PC1 e
I dati mostrano un raggruppamento naturale. Infagila parte positiva della PC1 si
trovano principalmente i vini costosi (in rosso)eckono chiaramente separati dalla
categoria a costo minore (in marrone) che e limital lato sinistro del grafico. Il
segmento a medio prezzo (in verde) si colloca egusendistribuito nello spazio, senza

una chiara differenziazione.
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Fig. 4.12. Scores e loadings della PCA sui livetielle ammine biogene nei campioni di vino
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La PC2 riesce parzialmente nel discriminare i g@tondo la varieta di uva, essendo i
campioni Syrah nella parte inferiore del graficocampioni Primitivo nella parte
superiore, mentre Dolcetto sono piu concentratianphrte sinistra della trama e i
Montepulciano d’Abruzzo sono sparsi nello spazio.

LA netta separazione dei vini di segmento a bassazp da quelli del segmento
costoso lungo la PC1 rivela chiaramente una divesegposizione chimica in termini di
proprieta antiossidanti e contenuti di ammine bnegele differenze nelle pratiche
enologiche sembrano essere alla base delle difereai parametri chimici studiati tra
le categorie di prezzo.

La evidente correlazione tra ammine biogene e paat antiossidante e il contenuto
in trans-resveratrolo insieme con l'osservazioria a®rrelazione di questi parametri
con il prezzo e l'annata, non puo che confermapmtési che questi composti si
generano in quei vini derivanti da periodi di matione piu lunghi, caratterizzati da un
esteso tempo di contatto con il le bucce e i sestiiuga e che siano anche influenzati
vitigno e dalla zona geografica di origine.

In questo contesto, I'assenza di correlazione adidiepoli totali e ammine biogene e
difficile da spiegare perché questi parametri sapnt per influenzare anche il loro
contenuto. Galgano et al (2012) hanno ipotizzate iclsomposti fenolici sembrano
essere un modo naturale per ridurre la formaziaglk gutrescina nel vino, perché
queste frazioni sono in grado di proteggere lauteltontro lo stress ossidativo.
Probabilmente, i fattori che promuovono la presedzd&8As nei vini rossi italiani,
promuovono anche la parte della capacita antiost@ddegato ai composti non
determinato con il metodo Folin Ciocalteu, questibaaso di resveratrolo, che mostra
una correlazione significativa con il contenutodiemotali. E stato infatti suggerito che
l'attivita antiossidante del vino € piu legata igbbtdi composti fenolici che al loro

contenuto totale (Gomez-Gallego et al., 2012).
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Score Plot (var. 50%)
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Fig 4.13. Plots della PCA sui 60 campioni di vinorelizzati. In rosso i vini di fascia di
prezzo alta, in verde chiaro media, in verde scurbass:
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CAPITOLO 5

SECONDO CASO STUDIO:
VERIFICA DELL'ORIGINE DA AGRICOLTURA
BIOLOGICA DEL LATTE TRAMITE IRMS.
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Carbonio (C) e azoto (N) sono gli elementi piu alanti sulla terra, e loro isotopi
stabili naturali ¥C, **C, **N, '5N) hanno abbondanze caratteristiche per ogniumaat
vivente. Pertanto, la misura del rapporto isotostabile C e N nel latte fornisce un
promettente metodo per distinguere tra latte vacconvenzionale (CM), e biologico
(OM).

Infatti i rapporti isotopici di C e N negli esseiventi possono essere correlati a quelli
che si trovano in natura (Kelly, 2003; Kim et &011). Il rapporti isotopici 13C / 12C
nel latte puo variare notevolmente a seconda déda della vacca (Molkentin, 2013),
e piu precisamente in relazione del pathway fotetito delle piante consumate
dallanimale, C3 (es. erba) o C4 (es. mais) (Badeickl., 2005; Bahar et al., 2005;
Knobbe et al., 2006; Molkentin, 2013).

Quindi la determinazione di 13C / 12C nel latter@lolbe essere un mezzo per verificare
il latte ingiustamente etichettato come OM, protaglp cosi i diritti dei consumatori e
consentire un mercato equo (Molkentin, 2013).

E’ stato dimostrato che il rapporto isotopico s@ldi3C / 12C nel latte riflette la dieta
delle mucche (Kornexl et al., 1997). | valori dic3 12C nel latte proveniente dalle
regioni dominate da pascoli risulta maggiormentgatigo rispetto ai valori che si
riscontrano nel latte da regioni dominate da ca#tigni di foraggi. Questa osservazione
€ gia stata usata per discriminare con succesatbelconvenzionale da quello biologico
in campioni provenienti dalla Germania (Molkentin@esemann, 2007), dalla Corea
(II-Min et al., 2014). Gli stessi autori degli studitati, mettono in guardia sulla
possibilita che questo marker non sia universake chre possa essere influenzato dalla
regione di provenienza geografica del prodotto atitare considerato e che, volendo
applicare quindi la tecnica alla discriminazioneGM e OM in un Paese diverso si
debba procedere alla analisi di campioni con ogigirprocesso produttivo certi, al fine
di determinare un valore &fC /**C tipico delle due produzioni per quella regione di
provenienza.

Le analisi IRMS impongono la purezza dei composirgeét analizzati e
conseguentemente, steps di purificazione per lpapagione di estratti di adeguata
purezza da una matrice complessa come il lattaté sh passaggio cruciale. La tecnica
preparativa si € avvalsa dell’'uso dellHPLC peplaificazione dei campioni di latte.
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Pertanto, nel presente studio, sono state anal@ngtie diverse marche commerciali di
OM e cinque di CM che sono state acquistate necatielocali di Roma, nel periodo
estivo del 2012. E’ stato misurato il valore dgbparto**C / *°C tramite un Isotope
Ratio Mass Spectometer (IRMS) al fine di rilevaréfedenze tra produzione

convenzionale e biologica.

5.1. Materiali e metodi

Tutti i reagenti, solventi e standards usati ingjadavoro sono stati acquistati da Sigma
Aldrich. L’anidride carbonica di riferimento per lzalibrazione dellIRMS (Solgas,
Monza, Italy) & stat a calibrate attraverso il conf con i valori certificate di VPDB,
obtained from Prof Brenna (Cornell University IthadNY). Tutte le separazioni sono
state fatte su un cromatografo liquid Agilent 11%ies (Agilent Technologies SpA,
Cernusco sul Naviglio, Ml, ltaly) e le frazioni selonate sono state raccolte da un
collettore di frazioni Agilent 1100.La ripetibilitdei tempi di ritenzione del picco del

methyltestosterone sono state usate per veriflastbilita delle corse HPLC.

5.1.1. Protocollo di estrazione del glicerolo datte

La prima fase dell’estrazione prevede I'estrazideetrigliceridi e la rimozione delle
proteine. A tal fine, 9.7 mL di latte sono trattabn 1.25 ml di NH 25%,10 ml di
etanolo, 25 ml di etil etere agitazione per 1 non@5 ml di etere di petrolio agitazione
per 30 secondi. La miscela veniva poi centrifugatlasupernatante raccolto e il portato
a secco tramite un rotavapor a 40°C.

La seconda fase prevede una reazione di sapamdica All’'estratto secco si
aggiungono 50 mL di metanolo e 15 ml di una soleidi NaOH (1 M in metanolo) e
si tiene in reflusso a 180°C per 2 h. Si portaczaeén rotavapor a 60°C.

Il terzo passaggio della estrazione prevede |dipazione del glicerolo e la rimozione
degli acidi grassi, tramite I'estrazione con 10 dilesano in un bagno ad ultrasuoni per
3 volte. Si estrae la frazione con il glicerolo cdhml di acqua ultra —pura in un bagno
di ultrasuoni, si raccoglie e si lava con altri § omendo poi i due estratti acquosi.
200l dell’estratto passato in un filtro a siringa 0422 vengono derivatizzati con 500
ul di anidride acetica e 504 di piridina e posto a 100°C per 20 minuti, e portato a

secco sotto flusso di azoto a 75°C.
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Il glicerolo acetilato viene poi ricostituito in @O di una soluzione di
methyltestosterone 106/ml in H,O/MeOH 50/50 (ISTDLC), centrifugato per 5 minuti
a 11600 rpm. Il surnatante viene poi purificatantite una HPLC preparativa. Lo
standard di glicerolo, per determinare il tempaiinzione € stato preparato a partire
da 5 mg di uno standard acquistato da Sigma Aldaichurezza>99% a cui si &
aggiunto 5 ml di metanolo,1 ml di una miscela adlacetica/piridina (50/50), tenuta a
100°C per 20 minuti ,evaporata a 75°C sotto fludisazoto, e ricostituita con 20D
methyltestosterone 1Q@/ml (ISTDLC) in HO/MeOH 50/50. Lo standard di glicerolo
acetilato si € dimostrato stabile per 1 mese.

Per la purificazione in HPLC sono stati iniettalu# della soluzione standard o
dell'estratto del campione su una colonna ACE 5 @@BS Analitica, Milano, Italy)
(25 cm, 4.6 mm, 5 um) con una pre-colonna ACE 5.Ca8fase mobile era costituita
da A: acqua e B : acetonitrile. Il gradiente andda@% a 100% di di acetonitrile in 30
min, che con i 5 minuti di riequilibrio davano uenipo di corsa totale di 35 minuti ad
un flusso di 1 ml/min 1 5 canali di acquisizioaleDAD sono stati impostati: AE92.4
B=254.8, C=360.16, D=241.16, E=290.16. Il tempceliizione di riferimento per il
raccoglitore di frazioni era di 13.6 minuti perdlicerolo e di 20.9 minuti per il
methyltestosterone (Figura 6.2.). | tempi di ritene venivano controllati ogni giorno.
La frazione eluita veniva raccolta e poi evapoeai®°C.

Il glicerolo acetilato con un grado di purezza HPL€hiva ripreso con 3@l di 5a-
androstan-g-olo (1Qug/ml in EtAc), standard interno per le corse GCiradttato al
GC/MS in split al fine di confermare purezza, lautra acetilata e la sua
concentrazione. Il metodo per il GC/MS prevedeuad’ di una colonna capillare HP
5MS (J&W Scientific) 5column (30 m x 0.25 mm i.6.25 pm).La rampa del forno
andava da 90° a 150°C poi da 180 a 320°C in 17 tmihgarrier gas era elio 6.0 ad un
flusso di 2.1 ml/min. | tempi di ritenzione pegiicerolo erano di 4.5 minuti mentre per
5a-androstan-B-olo di 9 minuti. Le analisi sono state acquisiemodalita full scan
(range m/z 40-550). Gli ioni di riferimento peglicerolo erano145, 43,103. Il volume
del solvente di diluizione é stato modificato diltaoin volta a seconda della
concentrazione stimata in ogni campione, al fineotdenere un segnale adeguato
all'lRMS (1-2 V) (Figura 6.3).

148



DADT A, Sig=182 4 Ref=360,100 (120711\120706 2012-07-11 13-14-55VSTDLC000001.0)
mAU -j* &
2000 %
1500 & 5
1000- r:iﬁ\ & \@\ R @
1 i 0 (] I ) © QD N 0 Do of
: & llace B .aB3sEs 2858 |5 %8 g3 B 88
500 - e |45 5 & 858 Sdw 8 2 @ |8 N ¢ Bes B ©Dod
1 o /\;M—Jﬂ’\ Qﬁ} o N ok = LA & _N'_“L“p N, o NN
4 i o R B Y T ey \ e 1 T
Dj_—J iL..#“ il M—L—’:Fl-—i‘ ‘ 22 A N L B ol o R
— ; = e : . ‘
5 10 15 20 25 min
DAD1 B, Sig=254,8 Ref=360,100 (1207111120706 2012-07-11 13-14-564STDLCO00001 D)
mAU ] ®
] ) ©
800 g
600 H% |1
] 1§ \
400 il © 4@ i
] 2 J‘m 3 g Pon o © - H -
200 o le=s 5 s & 8§ 5 | 8
; AR . S o b o | :
o—’———WM—V — ool o S "'rJ-L - R‘.
—— PR i i : . i
5 10 20 25 fin
DADT C, Sig=360,16 Ref=360,100 (1207111120706 2012-07-11 13-14-56VSTDLC000001 D) '
mAU 2 |
0 *‘—'“Ab—JH'TW"'—* /\Wh H—'W’V/‘ r\,\,nﬂ"““—‘ q e e ]
024 . b [ i . r
1 l
v i
e | | X |
06 . "
] § &
-0.8 N
E |
124 b
T T B e e iy =
5 10 15 20 25 min
DAD1 D. Sig=241,16 Ref=360,100 (120771\120706 2012-07-11 13-14-56USTDLCOG000T D)
mAU 7 o
1000 - i
800
500 -
N
400 )
] —© '}ﬁ 9] E ‘ @ v
200 & 5 2 | @ 3
; © o © I~
0- st R I, ..‘ILI ri ) B .
e i : —] : :
15 20 2 min|
-07-11 13-14-56\STDLCO00001.D)
mAU
20 ]
15
104 [0 W@ Q
; 8| N N
5 ‘? I o ¥
3 ; - [
oi—J ‘r-"-————rn*_J_;/l#"/l‘-r"‘!-(-‘\,- T T J #@\ M\ml
R T I T T T T T T ‘ T T ‘ T
10 15 20 ‘

Figura 6.2. Cromatogrammi HPLC/DAD alle diverse lurghezze d’onda impostate dello

standard del glicerolo acetilato in un campione diatte, tempo di ritenzione per il

raccoglitore di frazioni 13.6 min, per il methyl testosterone, standard interno 20.9.
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Fig. 6.3. Cromatogramma GC/MS del glicerolo acetil@ di una campione di latte
purificato tramite HPLC preparativa (RT: 4.5 min) e realativo spettro di massa.

Per le analisi al GC/IRMS é stato utilizzato un gesmatografo HP6890 connesso a
una fornace di combustione Thermo GC Combustionidterface a sua volta
interfacciata ad uno spettrometro di massa a rapp@otopico Thermo Delta
Advantage (ThermoElectron, Bremen, Germany).

Per I'analisi del rapporto isotopictC/3C §%o)del glicerolo alllRMS si procedeva
prima con una ossidazione in forno per 30 minubi.strumento si calibrava con una

serie di emissioni interne di G@ino ad avere una serie di 10 valori con una SD<0.1
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Isodat
GC IsoLink Results (RI-003)
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Fig. 6.4. Cromatogramma GC/IRMS del glicerolo acelato da un campione di latte
convenzionale.

La CO, generata nella furnace di combustione veniva $a&cea una membrane
NafionTM prima di entrare nello spettrometro di s&s

Ossigeno di alta purezza veniva usato per pulireii@ace prima dell’analisi di ogni
campione. Un re-ossidazione della furnace vienta fper 3 ore alla fine di ogni

sessione analitica e per 30 minuti all'inizio dnogessione analitica.
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Poi si procedeva con liniezione al GC/IRMS dil2n splitless a 280°C. La rampa e la
colonna erano le stesse descritte per il GC/MS comseguentemente gli stessi tempi di
ritenzione per glicerolo e IS, fatta eccezioneipg@ardi causati dai volumi morti causati
dalle connessioni del sistema GC/C/IRMS.

| valori di riferimento™?C/**C %o per gli standard erano: 40.9 (+ 0.6%) per il gjlao,
-31.2 (£ 1.2%) per il &androstan-B-olo), i risultati venivano poi esportati dal
programma Workstation a Excel.

La calibrazione del gas di riferimento veniva fadthinizio di ogni corsa. Una miscela
di standard puri veniva iniettata in triplicate'ialkio di ogni set di campioni e iniettata
nuovamente alla fine della sequenza. | valori’@i"*C §%. non dovevano variare pitl
del 0.5 %o tra la seconda e la terza iniezione datrterza e l'ultima iniezione . La
sequenza non dovrebbe includere piu di 25 iniezabrini di minimizzare variazioni
nella performance della fonace di ossidazione.

La linearita strumentale é stata verificata da#li&si di una serie di standards a varie
concentrazioni in triplicato, in un range di 7-8.2Una deviazione massima di 0.5 %o e
stata stabilita come soglia di accettazione. Aniclieelli di precision e, accuratezza,
selettivitd sono stati valutati e ritenuti soddésfiati.

La reazione di derivatizzazione piu frequente gerdnalisi IRMS e l'acetilazione in
guanto porta all'aggiunta di un ridotto numerotdina di carbonio (e conseguentemente
ad una diluizione isotopica ridotta).l particolegguisiti delle analisi IRMS impongono
che debba essere valutata la purezza del piccoatognafico, per assicurare la
accuratezza e l'affidabilitd delle misurazioni d&C/C 5%.. Questo rende la pre-
purificazione HPLC la tecnica di elezione. Tentativpurificazione del campione con
altri mezzi non hanno sempre permesso di ottersrate di adeguata purezza (de la
Torre et al., 2012). L'uso dell’ HPLC come tecndiapreparazione del campione e
infatti una pratica comune quando devono essematiesttracce di composti da un
grande volume di matrice biologica complessa cdrate. L'applicazione dellHPLC
come tecnica preparativa all’analisi IRMS e staésatitta in precedenze numerose
volte, spesso associata all’analisi di compostceudentemente derivatizzati (Piper et
al., 2008; Piper et al., 2013).
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Sample Processing

CATTLE’s SAMPLE ‘
SELECTION | COLLECTION
Sample Pretreatment VIILK
FATS EXTRACTION AND PROTEIN
REMOVAL

LLE, CENTRIFUGATION

SAPONIFICATION FATTY ACIDS &
GLYCEROL

GLYCEROL PURIFICATION
LLE GLYCEROL

‘ |
GLYCEROL PURIFICATION AND GLYCEROL
FRACTIONATION PURE LD

HPLC/UV GRADE
ACETYLATED

DNVENTIONZ
AND ORGANIC
WHOLE MILK

Determination

GLYCEROL
IDENTITY

AND AMOUNT STATISTICAL

CHECK ‘ o0 ANALYSIS
GC/MS

Figura 6.4 Schema riassuntivo del metodo di analisiportato

5.1.2. Risultati del latte biologico vs convenzioie

| risultati dell’analisi del rapporto isotopico delrbonio nei campioni di latte biologit
e convenzionale sono riportati in tabella . La raediél rapporto isotopic613C si &
rivelata significativamente < 0.01) piu alta nei campioni di latte conveonale (-
43.14 + 0.45%p rispetto alla media dei campioni biologi-40.98 + 0.4%.), indicando
un arricchimento del carbonio 12 dimostrando uriedgihte regime alimentare de
vacche da latte, piu ricco in pianty come mais e soigQuesto risultato, ilinea con
lavori precedenti sul latte di altri paesi EurogMolkentin, 2013; Molkentin &

Giesemann, 2007 conferma l'ipotesi del possibile uso del rappasotopicad13C per
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discriminare tra latte da allevamenti biologici engenzionali in relazione alla
differente regime alimentare. Il mais e i suoi gptbdotti (paglie, foglie, etc.) sono
spesso usati nella alimentazione di tipo converat@mlelle vacche da latte, mentre
I'erba da pascolo (trifoglio, segale, grano, eécla tipica dieta usata negli allevamenti
biologici. In generale i valori dil3C delle piante @variano in un range da -12 a -35%o,
mentre le piante £come il mais, da -9 a -20%o, ed infatti i valoriddi3C nel latte sono

proporzionali ai valori nelle diverse tipologiedieta.

Tab 6.1. Confronto dei valori medi £ SD dié13C in 5 marchi di latte da agricoltura
convenzionale e biologica italiani.

Latte biologico Latte convenzionale
OM 1 (n=4) -42.71 £ 0.25 CM 1 (n=3) -41.05 + 0.20
OM 2 (n=3) -43.84 £ 0.36 CM 2 (n=3) -41.10 £ 0.19
OM 3 (n=3) -42.96 + 0.64 CM 3 (n=3) -40.15 + 0.32
OM 4 (n=3) -42.87 + 0.55 CM 4 (n=3) -41.45 + 0.27
OM 5 (n=3) -43.31 + 0.53 CM 5 (n=3) -41.16 +0.18
MEDIA = SD -43.14 +0.45 MEDIA + SD -40.98 +0.49

| risultati mostrati sinora sono da considerarsittimo risultato preliminare che dovra
pero essere ampliato in futuro con ulteriori prabe prendano in considerazione altri
aspetti che influenzano il frazionamento isotopitgorimo elemento da considerare
sara quello di aumentare la numerosita dei campinalizzati e di diversificare I'epoca
di campionamento, si e dimostrato infatti, cheloviadi 613C nel latte biologico sono
tipicamente maggiori in inverno e piu bassi in &sta causa delle differenze nella
alimentazione delle vacche da latte (es. maisverimo e trifoglio o legumi in estate).
Inoltre sarebbe anche interessante rimuovere |o ditelerivatizzazione con anidride
acetica, al fine di evitare la presenza di carbwm derivanti direttamente dal latte.
Interessante, al fine di avere un modello stabstiapplicabile alla corretta
discriminazione dei due tipi di allevamento, saeegbello di aggiungere altri parametri
come altri rapporti isotopici, in particolare quetlel'azoto, interessante per la verifica

dell'uso di fertilizzanti sintetici nelle coltivaani dei foraggi, o il profilo in acidi grassi.
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Negli ultimi anni il concetto di qualitd di un prodo alimentare ha subito una
importante evoluzione dalla ricerca di qualita dfjge a quello di qualita estrinseche
proprie delle scelte e della sensibilita di ciasconsumatore. Molti consumatori sono
infatti alla ricerca di alimenti che rispondano eqjuisiti salutistici, etici, ambientali,
religiosi e politici tra i piu diversi, e come ritato di questo nuovo approccio agli
acquisti alimentari, abbiamo visto una crescitaettori come l'agricoltura biologica e
biodinamica, il sourcing locale, il commercio eqaisolidale, i prodotti cruelty free, lo
sviluppo dei marchi a denominazione e degli alimtemizionali.

La accresciuta consapevolezza del consumatoreiguardi delle scelte alimentari,
accanto ad un incremento della quota di redditdirts all’acquisto di prodotti di
qualita, hanno quindi portato i diversi marchi @tiibuiscono un qualsivoglia attributo
di autenticita o qualita al prodotto alimentare em$ere un vantaggio competitivo sul
mercato.

Le scelte del consumatore sono quindi sempre paatgidalla ricerca di caratteristiche
di natura prettamente soggettiva, che esulano dplidita intrinseche del prodotto
alimentare, ma che contribuiscono in maniera prdpmante alle differenze di prezzo
tra beni che invece per proprieta intrinseche stmoonsiderarsi simili.

Si puo derivare da queste considerazioni comerigteaistiche non legate al prodotto
alimentare nella sua funzione primaria di nutrincenta attribuibili a scelte di
comportamento dettate dalle piu disparate motivaztiche (equo e solidale, cruelty
free), salutistiche (agricoltura biologica, alimeninzionali) o di tendenze della moda o
della pubblicita, assurgano esse stessmramodities con un prezzo e un mercato
propri, che si aggiungono a quello attribuito aidén quanto tale.

Accanto ai controlli atti a svelare frodi ed adrwdig@oni che possano mettere a
repentaglio la salute del consumatore, che sorisgadsabili ad assicurare un requisito
da considerarsi “minimo” in un sistema agroalimeatanoderno, appare ora come
fondamentale la necessita di sviluppare contralli fiini, che vadano a smascherare
false etichettature di origine, di appartenenz&terthinate specie botaniche particolari

o di sistemi di produzione non convenzionali.

Il problema della verifica della corretta attriboze dei marchi o delle denominazioni di

qualita, o semplicemente della correttezza dellerimazioni riportate in etichettatura,
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rientra nel piu ampio concetto di autenticitd deddotto alimentare, concetto, che a
seguito della complessa evoluzione del mercato adigrentare descritta, € stato
caricato di una importanza economica crescente hehgortato all'investimento di

notevoli sforzi commerciali, governativi e scieitlifper la sua definizione e tutela.

Il consumatore attento, disposto a pagare ancheonsistentgpremium priceper un
prodotto corrispondente a determinati requisitcppiti come di qualita, ha bisogno di
informazioni chiare e precise in modo da poter apescelte informate sulla sua dieta e
sugli alimenti che acquista. Spesso quelle forpée obbligo di legge in etichetta non
sono sufficienti a garantire al consumatore chdrali@l marchio o alla dicitura
evidenziata a scopo pubblicitario, ci sia realmeanianto cercato, e non si stia quindi
pagando un prezzo maggiore per un prodotto chealtar é identico a quello privo di
guel marchio.

I molteplici scandali, i troppo frequenti casi dodle, adulterazione, sofisticazione
emersi dalle cronache recenti, hanno reso infatbnsumatore molto diffidente anche
su sistemi di certificazione normati e ormai a megida anni. Questa diffidenza,
generata inevitabilmente nell'opinione pubblica, Ipsxe i produttori onesti,
vanificando i loro sforzi e quelli di chi, assod@mz ambientaliste e di consumatori,
istituzioni pubbliche e private, cerca di differearez i prodotti di qualita da quelli
derivanti dalla concorrenza sleale di azienderatkerca di facile profitto.

La descrizione e/o I'etichettatura dei prodottm&intari deve essere onesta e accurata,
soprattutto dove il cibo e stato elaborato e laacap di distinguere un ingrediente da un
altro si & persa. La attuale normativa europea ®ilthettatura, nonostante i notevoli
progressi in materia di trasparenza, non consesri@ g consumatore di effettuare una
scelta pienamente consapevole e di conseguenzatitigne quel consumo critico a cui
una sempre piu ampia fetta della popolazione agibe.

La verifica della autenticita del prodotto alimeet& di quanto dichiarato in etichetta e
affidata ad una fitta rete di controlli che poss@ssere pero percepiti dal consumatore
come una autenticazione di carattere solamententetiale, fatta di norme, certificati,
ispezioni, mentre i controlli di tipo analitico ckadano a garantire non solo il prodotto
finito appena prima che esso finisca sulla tavabocdnsumatore ma anche lungo tutta

la filiera e ne garantiscano oltre la salubritaghanla rispondenza a requisiti di origine,

159



di produzione, ambientali o salutistici dichianatietichetta e per i quali il consumatore
paga un prezzo maggiore al corrispettivo prodotte ae €& privo, sono percepiti
dall’opinione pubblica come maggiormente affidabiligorosi.

Il ricorso piu esteso a queste metodiche, e lausidhe dei dati scientifici da esse
derivate, potrebbe essere la risposta al calo @idlleia del consumatore e innescare
anche elementi di valorizzazione commerciale di guedotti con evidenze di controlli
analitici che certifichino caratteristiche dichigzran etichetta.

Esempi di queste potenzialita sono le informazioontenute nella etichettatura
nutrizionale che in origine erano su base voloatarrappresentavano uno strumento di
interesse ed attrazione per il consumatore ati@htona corretta alimentazione, mentre
con l'ultima normativa sulla etichettatura sonoetiute obbligatorie per tutti i prodotti
alimentari, o la indicazione della composizionelidica delle acque minerali, anche

essa obbligatoria per legge.

Data la complessita della materia le sfide anakiatte a stabilire la natura esatta del
prodotto e a soddisfare le richieste del consureaattento sono molteplici e le grandi
possibilita che la tecnologia scientifica ci mettdisposizione non sono ancora state del
tutto esplorate.

Lo scoglio analitico piu grande € da identificarglla individuazione di markers
peculiari dell'alimento e della caratteristica otigedella verifica (origine geografica,
metodo di produzione etc), la cui variabilitd natar deve essere limitata e ben
caratterizzata e tale da poter essere misurataisgdaaouente se necessario.

In generale, devono essere considerate insieme malatteristiche analitiche - perché
le loro inter-correlazioni possono svolgere un ouaiuciale al fine di fornire quella che
viene chiamato fingerprinting analitico. In altrarple, un approccio di riconoscimento
attraverso un pattern multivariato € di solito reseaeio per ottenere modelli di successo
per verificare l'autenticita di alimenti. L'outpdi questi modelli deve essere binario,
con risposte qualitative (ad esempio, " il prodlatt esame € compatibile con l'origine
dichiarata " o " il prodotto in esame non e cotibila con l'origine dichiarata ").

| casi studio riportati in questa tesi rifletton@approccio sinora descritto. Il primo
marker individuato come utile nella verifica debaitenticita sono state le ammine

biogene nel caso del vino e dei succhi di frutta.
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Il razionale della scelta delle ammine biogene comdo marker di autenticita di
queste bevande e nella loro origine dalla decailaagme degli amminoacidi per via
microbica, di cui riflettono quindi il profilo e laoncentrazione, in dipendenza con la
specie/cultivar botanica di origine, e sono quimdgrado di discriminare il frutto o il
vitigno di origine nel caso di succhi di frutta m@. Le ammine biogene sono inoltre
influenzate da altri fattori quali il tipo e il gita di maturazione dell'uva, il clima e il
terreno della zona di viticoltura, e dalle divetseniche enologiche praticate nella
produzione del vino, cosi da poter discriminareh@ona e tecnica di produzione oltre
che il vitigno.

Data la grande mole di dati e di parametri le tevaidi analisi multivariata sono state
poi indispensabili per individuare le ammine maggiente informative e per la
costruzione di un modello di autenticazione.

| dati dell'analisi di questo marker nel set di gaomi di vini rossi italiani, hanno
portato quindi ad una serie di risultati che pdbesio essere proposti anche alle aziende
vinicole come strumenti di differenziazione e valwazione del proprio prodotto sul
mercato, legati alle caratteristiche intrinseché \deo e non solo al marchio o al
territorio di origine.

Infatti, se da un lato le analisi presentate instpuéavoro sono state utili ad identificare
e quantificare il grado di rischio da ammine biogdegato al consumo di questi vini,
che puo essere interessante da un punto di videctdogico, dall’altro lato il contenuto
particolarmente basso di ammine di un vino potrebbsere evidenziato nella sua
etichetta, al fine di fornire una corretta infornwae al consumatore sensibile a questo
tipo di contaminante naturale e attrarne in questao I'acquisto. Allo stesso modo |l
produttore potrebbe essere invece interessato valarizzazione in etichetta del
contenuto particolarmente elevato in antiossidaedi proprio vino, tale magari da
proporlo come alimento funzionale.

Allo stesso modo il produttore si potrebbe avvaléela analisi di questi composti
come strumento per garantire chimicamente la auoteéntdel vitigno, della zona di
origine e delle pratiche enologiche del vino esatan

Lo studio della presenza delle 11 ammine biogenesuochi e nettari di frutta
rappresenta il primo lavoro in letteratura su quéstna, che copre quindi un vuoto di

informazioni sull’apporto di queste bevande alfgito totale giornaliero di ammine
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attraverso la dieta, interessante a causa deltassone tra questi composti e vari
effetti avversi sulla salute umana, specialmenté qaso di pazienti sensibili, e
dall’aumento di consumo di queste bevande legdacedscente percezione della utilita
del consumo di frutta per il mantenimento di unrouestato di salute.

Le tecniche chemiometriche hanno perd consentit@rdpliare il lavoro verso la
possibilita di usare i dati delle ammine biogeneh@ncome marker di autenticita, oltre
che come indice di qualita, proponendo un approbeisato su una semplice tecnica
cromatografia, con il duplice obbiettivo di fornirdormazioni sulla qualita del succo di
frutta e delle materie prime usate per la sua piohe, ma anche sulla veridicita della
dichiarazione della sua composizione, tema piuwdtosportante, in quanto i succhi di
frutta considerati, posizionandosi in una fascevata di prezzo, sono molto suscettibili
alla adulterazione tramite miscelazione con sudcfiutta meno costosi.

Il metodo qui illustrato per la determinazione dedimmine biogene nel vino e nei
succhi di frutta si propone quindi come una vahkdtarnativa alle procedure analitiche
proposte in letteratura, ed illustrate nel terzoitcdo, per la autenticazione di prodotti di
notevole importanza come vini e succhi di frutta.

Il metodo analitico proposto e validato in quesdgolo, si € dimostrato robusto ed
affidabile in termini di performances analitichearanche in linea con i principi della
chimica verde per il consumo di solventi ridottol &% e del tempo di analisi
abbreviato del 60% rispetto ai metodi HPLC in lettera, grazie allimpiego di una
colonna cromatografica innovativa senza variasehaplice strumentazione impiegata.
Per queste caratteristiche il metodo € in gradoipeli essere impiegato per I'analisi di
routine in modo rapido ed economico di una grandéerdi campioni, proprio come le

analisi di autenticazione richiedono.

La sfida analitica piu difficile si & senz’altrovelata quella della autenticazione di un
processo produttivo particolare come quello deliadpzione del latte da agricoltura
biologica, in cui viene sostanzialmente autenticatea tipologia di alimentazione
zootecnica. Per risolvere questa sfida ci si € tiswolgere ad una strumentazione con
un grado di complessita superiore sia dal puntwista analitico che come costo

economico.
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La determinazione del rapporto isotopico del caibomel glicerolo nel latte da
agricoltura biologica confrontato con quello detdgprodotto in maniera tradizionale ha
dimostrato di avere un elevato grado di specifipiégd il problema in oggetto e una
bassa variabilita naturale, queste caratteristi@dn@no portato all’'uso di questo unico
marker come sufficiente alla autenticazione.

Il caso studio proposto dimostra quanto sia di &nentale importanza la corretta
individuazione di un marker appropriato che, deteato con le tecniche analitiche
opportune, possa dare una risposta univoca aliicaedella autenticita.

Sicuramente bisogna sottolineare che se da unula#o analisi IRMS ha dei costi
operativi e gestionali notevolmente superiori delljai una corsa cromatografica o di
una determinazione spettroscopica, dall’altra pdni@ il vantaggio di essere
praticamente impossibile da ingannare, grazie dbapia specificita degli atomi
analizzati e della loro posizione nelle molecoléréérno dell’alimento, oltre ad una
altissima dipendenza con la dieta dell’animaleg @ rendere I'IRMS la tecnica di
elezione per questo tipo di autenticazione. L'imb@oza dei controlli analitici della
autenticita dei prodotti alimentari e il grandeeffio che questa tecnica sta sempre piu
assumendo in questo settore, probabilmente fardekprossimo futuro, che la sempre
piu ampia diffusione di questa strumentazione remdeosti maggiormente accessibili
anche a laboratori di minori dimensioni e posdibiéconomiche.

Se in mancanza di uno strumento sofisticato comMS, si dovessero prendere in
considerazione altri parametri analitici, ciascymmrtatore di una quota informativa
inferiore e meno specifica, dovrebbero essere ulsatiaggior numero di parametri
possibili, per poi ridurli ai maggiormente informat tramite strumenti multi-
parametrici, al fine di costruire poi modelli vadidper I'analisi di routine.

Allo scopo di rendere uniforme e condiviso il smstedi verifica della autenticita dei
prodotti alimentari, anche per perseguire I'acareeato della soddisfazione e della
fiducia del consumatore, si dovrebbero incoragdeistituzioni e gli enti di controllo a
stabilire una approfondita valutazione dei paramelrimici adatti a descrivere e
differenziare alcuni prodotti da altri ad essi simm modo da tracciare un fingerprinting
analitico di quei prodotti di eccellenza con unoaltalore aggiunto derivante da
caratteristiche peculiari, tramite anche l'istitmzeé e I'aggiornamento di banche dati di

prodotti certificati che servano come standardfdrimento.
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Un tipo di politica per la autenticita alimentaranalytical-based” avrebbe l'effetto di
promuovere e facilitare i controlli sul mercatojtamdo contraffazioni ed adulterazioni
pericolose per la salute o semplicemente lesivé oegressi dei produttori onesti e del

consumatore attento.
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APPENDICE A

GC-IRMS: principi e strumentazione
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Al.1. Analisi dei rapporti degli isotopi stabili

Le analisi dei rapporti di isotopi stabili e deihtenuto di isotopi instabili (radioisotopi),
in particolare elementi pesanti (ad esempio, larao stronzio, torio 0 piombo) sono
stati utilizzati principalmente dalle scienze gepdhie per la determinazione dell'eta. La
determinazione dei rapporti isotopici per gli eleteli H, C, N, O e S dimostrano che
gli isotopi piu leggeri sono i piu abbondanti, nrentper gli elementi piu pesanti, il
rapporto tra i leggeri e i pesanti e piu equilibrat

Ogni animale o vegetale ha la sua composizionepstd naturale che puo essere
modificatia solo dal processo di turnover metalmlie rappresenta pertanto un
‘impronta digitale’ o ‘firma isotopica’ nei tessutiteressante e lo studio della ‘firma
isotopica’ attraverso il campionamento di vari wéssnimali.

In generale, le composizioni isotopiche di carban@roto a prodotti di origine animale
sono legati ai sistemi di produzione, e non spegiifiente per provenienza geografica.
Possono, tuttavia, essere utile come indicaziodeetta di provenienza geografica se
utilizzato in combinazione con altri isotopi stabijuali idrogeno e ossigeno.

Questi ultimi due elementi sono particolarmenten@ssanti rispetto alla provenienza
geografica dei prodotti alimentari, legata alle diaioni climatiche regionali, perché
sono fortemente latitudine - dipendenti. Tuttavéssi sono anche influenzati da
altitudine, distanza dal mare, precipitazioni to&lla stagionalita.

La variazione del rapporto isotopittC / *°C in prodotti di origine animale riguarda la
dieta. La determinazione del SIR permette la disicidzione della dieta dell'animale,
distinguendo piante con diversi percorsi fotosiote€; 0 G, e si pud anche ricostruire
la storia del regime alimentare degli animali azrdndo tessuti animali specifici, come
i capelli o gli zoccoli.

Il livello del rapporto™N / **N nel materiale biologico di un animale e nei pritiddi
origine animale é fortemente legata a quello diitéa.

Poiché nessuna differenza significativa é stataateotra le piante £e piante G i
valori del SIR di azoto possono essere markergeota di produzione.

Nelle piante, 1&°0 /*°0 e rapportfH / *H dipendono dall’ acqua assorbita dal suolo;
Tuttavia I'acqua della pianta a livello fogliarebssce un processo di frazionamento

isotopico causato dall’ evapotraspirazione.
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Figura Al.1. Scala che illustra qualitativemente la composizione isotopica del carbonio
alcune sostanze naturali

Questi processi sono influenzati dalla temperagudalla umidita relativa, portando

un arricchimento dell'isotopo pesante. L'acquagmésnei composti di origine animz
deriva le sue caratteristiche da quella introdotto’aailinale come l'acqua potabile
quella presente nel cibo, ed € percio influenzatk djeologia della zona dove si colt
il mangime degli animali (sedimentaria, ignea, acabase) nonché la vicinar alle
zone costiere, a causa dei solfati presenti nefliacdi mar- che arricchisce i**S, le
condizioni climatiche e le pratiche di fertilizzane (ad esempio l'uso di solfato ma

come fertilizzante)Lo stronzio € il metallo pesante comunemente ysatd'analisi de!
rapporto isotopico.

Il rapporto®’Sr /%°Srha dimostrato di variare ampiamente in rocce sigalif in modo
che qualsiasi Sr rilasciato nel suolo, fiumi, etgue sotterranee ha firma isotopica
che riflette la sua fonte. isotopi Sr e sono gtéitizzati anche per tracciare i prodc
agricoli, che hanno incorporato Sr, insieme a @atedreni incorporando i rapporti-

isotopi delle rocce sottostal
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Cosi, idealmente, una analisi del rappdf®r / 8Sr potrebbero fornire un ulteriore
livello di risoluzione geografica, sulla base dvelisi litologie, su materiali provenienti
da diverse micro-regioni nella stessa zona climatcquindi con simile valori @i°H e

8 0.

Per misure a rapporto isotopico, la massa di usouoe spettrometri (ad esempio,
singoli quadrupoli, trappole ioniche, analizzatartempo-di-volo) generalmente non
forniscono il grado di sensibilita e la precisioriehiesta per rilevare le piccole
differenze di abbondanze isotopiche naturali, clh&hiede una strumentazione
specializzata. | rapporti isotopiti / *H, *C /1 *2C, >N / ¥N, *0 / *°0 e3*'s /°?S sono
comunemente analizzati con lo spettrometro di mass@porto isotopico (IRMS).

Per la determinazione dei rapporti isotopici, glakti devono essere convertiti in una
fase gassosa tipicamentg, M, CO, CQ e SQ - prima di essere ionizzati. Per questo
scopo, l'anidride carbonica € generato dalla ozgide organica dei composti con
ossido di rame e criogenicamente intrappolata otoaiquido. L'idrogeno si ottiene
dalla conversione riduttiva dellacqua usando untafiee appropriato (ad esempio
zinco).

Le interfacce comuni per l'introduzione di campiowll’ IRMS sono l'analizzatore
elementare (EA), che puo essere sia a flusso ean{i@F / EA) o a conversione termica
(TC / EA) o il gas cromatografo (GC). Per la misimae degli isotopi di Sr, Pb e altri
pesanti isotopi, € piu opportuno utilizzare algeniche strumentali (ad esempio, TIMS,
DRC-ICP-MS e MC-ICP-MS).

TIMS si basa sulla ionizzazione termica del camgisnlido caricata nella sorgente
dello spettrometro di massa. Questa tecnica e rnesimsa dellIRMS e adatta per le
specie con un basso potenziale di ionizzazione.

Il principale svantaggio € che non tutti gli elemesono facilmente ionizzati, e la
ionizzazione non é ugualmente efficiente per tgtti elementi limitando cosi le
applicazioni ad elementi con bassi potenziali diizeazione. Strumenti MC-ICP-MS
sono stati progettati specificamente per superdimiii delle altre tecniche MS. Gili
svantaggi principali delle tecniche MS sono il costevato di analisi e la necessita di
personale qualificato.

| due piu comuni strumenti per determinare SIR sdnflusso continuo rapporto

isotopico spettrometro di massa (CF-IRMS) e dopiigresso rapporto isotopico
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spettrometro di massa (DI-IRMS). In DI-IRMS, i caiomu per I'analisi sono preparati
(convertiti in gas semplici) off-line. Mentre il BRMS fornisce generalmente
misurazioni piu accurate della SIR, il CF-IRMS efftampione preparazione on-line,
dimensione del campione piu piccolo, piu velocetefacile analisi, piu economicita, e
la possibilita di interfacciare con altre tecnigireparative, compresi analisi elementare
(EA-IRMS), gas cromatografia (GC-IRMS) e, piu relganente, cromatografia liquida
ad alte prestazioni (HPLC) .

Per gli elementi piu pesanti (ad esempio, Pb e iBfjazionamento e insignificante
rispetto ai rapporti isotopici originali perchéualidi hanno massa elevata rispetto alle
differenze di massa degli isotopi. In questo casoapporti degli isotopi stabile
dipendono essenzialmente dalla origine del mineml@uo essere utilizzato per

identificare la fonte di un materiale o la cara#eazione della sua storia (ad esempio,
2%%pp /2°7Ph)

Tabella Al.1. Gli isotopi stabili usati comunementenella verifica di autenticita alimentare

Standard Rapporto di
Rapporto Abbondanza Modalita di . . . abbondanza
. . : Informazione | internazionale
isotopico naturale Frazionamento o dello
di riferimento
standard
Evaporazione, SMOW
2H/*H 99.985/0.015 | condensazione| Geografica | (standard mean 1.5575 x 1¢
precipitazione ocean water)
13~ /12 . Dieta, PDB (Pee Dee
cl*C 98.892/1.108 Piantes@ C, Geografica belemite) 1.1237 x 1G
Livello trofico,
NN | 99.6337/0.3663 Plante terrestig - Dieta, Npatmosferico| 3.677 x 10
marine, pratiche| Geografica
agricole
Evaporazione,
¥o/%0 99.7587/0.2039 condensazione| Geografica SMOW 2.0052 x T0
precipitazione
#sf2g 95.02/4.22 Batterica Geografica| CPT (Canyon | 5o05 102
diablo triolite)
Eta della roccia,
87588y 7.02/9.86 rapporto Rb/Sr, Geografica Rapporto -
geologia del assoluto
territorio

Molti isoltopi possono essere rilevati dalla riaoma magnetica nucleare (NMR), elH
e *C rimangono i piu utilizzati. Il principale nuclidéeterminato nei prodotti alimentari

con 'NMR & 1H a causa della sua elevata sensitliabbondanza natural’C NMR &
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meno sensibile, perché questo nuclide costituisita d% del carbonio totale sulla
Terra, ma come risultato dei recenti progressamgtiumentazionC NMR pud essere
utilizzato per integrare i dati stH & diventato un parametro di routine sulla
maggiorparte degli NMR

L’ NMR a frazionamento sito-specifico naturale ddagsotopi (SNIF-NMR) & spesso
utilizzato in analisi degli alimenti e, in partieoé, € stato adottato dalla UE come
metodo ufficiale di controllo per la aggiunta diczberi ai vini SNIF-NMR e IRMS
sono le tecniche piu specifiche o e sophisticatedpterminare l'autenticita alimentare,
fornendo una unica carta d'identita isotopicacdehpione di alimento analizzato. Negli
ultimi anni 'IRMS e diventata la tecnica piu utiiata, con il doppio numero di studi
pubblicati rispetto al SNIF-NMR.

Sebbene i costi di acquisto e di gestione di talinsenti siano abbastanza elevati e la
consistente richiesta di tempo per la preparazidele campione e la necessita di
operatori con alta specializzazione, queste teenisbno le piu promettenti nella

autenticazione e tracciabilita degli alimenti.

Al.2. GC-C-IRMS

E costituito da un gas cromatografo interfacciatamite un forno di ossidazione, ad
uno spettrometro di massa per rapporto isotopiams€énte la determinazione del
rapporto isotopico traH/”H, ®N/*N, *c/*4c, *0/*°0 e **sFf?s *'CIF°Cl di campioni
convertiti in gas di Bl N, CO,, CO, SQ e CHCI, anche se nella maggior parte delle
analisi si misura I'abbondanza isotopica™ifl rispetto ad uno standard o ad un gas di
riferimento; questo viene fatto per compensare tesginfluttuazioni della massa che

potrebbe cambiare col tempo e da uno strumentoadtian
Al.2.1. Spettrometro di massa per rapporto isotopio
Gli spettrometri di massa utilizzati per I'analisotopica sono costituiti da usargente

ionica, unmagnetee unrivelatore Il campione gassoso, proveniente dalla colonna GC

passa attraverso una sorgente di ioni, generadi g0bto spinto per impatto elettronico.
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Questo fascio di ioni giunge ad un campo magnegjenerato da un elettromagnete, per
poi essere analizzato da un rivelatore a collettarglo, che misura
contemporaneamente l'intensita di corrente a m/z8446 dei tre diversi isotopomeri
della CQ.

DELTA V ADVANTAGE
ot

\

Fig. Al.2. GC-C-IRMS presso il Laboratorio anti-doping di Roma

Le molecole dell'analita provenienti dalla colonrgas-cromatografica vengono
trasformate in ioni gassosi grazie all'urto corttetsi ad alta energia.
Nella camera di ionizzazione viene prodotto un euaie (da 19 a 10® Torr) che il

cammino libero medio delle molecole e degli iorogwtti sia superiore alle dimensioni
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lineari della camera di ionizzazione, in questo mogkngono evita le possibili
collisioni e reazioni, rendendo cosi il processaodizzazione tipiccdella natura dell
molecola analizzata. Nella camera di ionizzaziananblecole del campione in fa
gassosa sono bombardate da un fascio di elettnoess da un filamento di tungsten
renio percorso da correl. Qui avviene l'urto tra questi elettioad alta energia e

molecole di campione: la reazione primaria consis¢da formazione dello ior
molecolare, conseguenza della espulsione di utraietdal guscio elettronico ester
dell'analita.

Come mostrato nella Figura Al, i cammini deglielettroni e delle molecole sol
ortogonali tra loro e si intersecano al centro aleflorgente, nella regione

ionizzazione.

Gli ioni, poi, sono accelerati con un’energia dioBCeV e, attraverso delle fenditu

passano una serie di lenti elettrostal che focalizzano gli ioni a formare un fas

M+e - M™ +2¢°

————— e e e o
Gchermp  Fenditura per gl eletioni , <
Fendiyra di pnma aéelemzlrm \

Fendilura di focalizzazione

d Pee-

e

’,/ Riscaldatore
{ Fasci gassoso

Flugss di molecole \ \ accalaraniong

oy

o . )

| —q+—= —— All'analizzatore
=2 di massa

Aiflatton -

y
Reqitne di ionizzazione <~ /
di elatran Flaguns di accelerazione /
ascio di efettrani degh ioni N ,
S Anodo \ y

Fig. Al.3. Sorgente a impatto elettronico
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Il fascio di ioni esce dalla sorgente e attravarsa fessura di 0.2 mm, giunge ad
campo magnetico, percorrendo un cammino un’inclinazione che varia dai 26.5°
90° (Figura AlL.4.).

Il campo magnetico € generato da un elettromagraidforza massima di 0.75 Tes
coprendo un range di masse da 1 a 70 u.m.a., adzedella forza e del voltag

applicato.

Figura Al.4. Rivelatore di ioni

| raggi ionici, che provengono dall’analizzatore@ns raccolti, generalmente do
focalizzazione, su un opportuno elettrodo, dcollettoreo Faraday cug

Le Faraday cups convertono il voltaggio prima eqgfrenzapoi in impulsi; a second
della massa lo ione avra limpatto con un opportucallettore, producend
un’informazione relativa al rapporto isotopico daghi individuati dal rivelatore. Lt
cups2, 3 e 4 rilevano i valori di corrente ionica pefzrd4, 45e 46 per la C,, che
rappresentano rispettivamente le spe*C*®0'®0", 13c**0*0" e ’ct0'0".
Tuttavia bisogna considerare che la corrente ioperam/z 45 viene corretta, per tel

conto del contributo della spec*C'®0''0"; questocontributo viene calcolato i
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funzione dell'intensita della corrente misuratamér = 46, considerando una relazione
fissa tra le abbondanze relative'd e*’O (correzione di Craig). Per m/z 46, invece, i
contributi delle altre due speci€C’0'%0" e ’CY’0OY0" sono trascurabili, a causa
della loro scarsa abbondanza.

Poiché la corrente ionica & dell'ordine di't@ 0™ A, & necessario amplificarla con un
elettromoltiplicatore; gli elettroni vengono emedai un catodo, poi sono inviati contro
una superficie piu sensibile (Be-Cu o Cs-Sh), ntrartee ad un potenziale piu positivo.
Un elettrone incidente su questa superficie calsaupto I'emissione di parecchi
elettroni secondari, i quali sono costretti da ppartuno campo elettrico e magnetico
ad effettuare traiettorie circolari del tipo a serarchio, per cui ricadono piu volte sullo

stesso elettrodo da cui erano stati emessi, ma puato differente.

Al.2.2. Notazioned

Il rapporto isotopico relativo al carbonio & espres termini di valoré*C, con I'unita
di misura in parti per mille (%o).

La notazionepe generalmente usata per esprimere la composimobta@pica di un
campione. Questo parametro & definito come la réifiza relativa per mille tra i
valori di *C e**C del campione, rispetto allo standard internaz®kaPDB (Vienna
Pee-Dee Belemnite). Il PDB, riferimento primarior ga misura delle variazioni
naturali delle abbondanze isotopichél, era un carbonato di calcio proveniente da
un rostro di belemnite del periodo Cretaceo dellanzione 'Pee-Dee' dello Stato
della Carolina del Sud (USA). Il suo rapporto isito *C/A*C (Repg) & 0,0112372.
La maggior parte dei composti conteneva mé&i@ rispetto allo standard e quindi
questi assumevano valori negativisdi’C. Il PDB & esaurito da parecchio tempo, ma
e rimasto il riferimento primario per esprimere \Jariazioni naturali dei tenori
isotopici di**C, rispetto al quale vengono tarati i materialiitérimento, disponibili
presso I'Agenzia internazionale dell'energia atan{®&IEA) a Vienna (Austria). Le
determinazioni isotopiche dell'abbondanza natwialéC sono pertanto espresse, per
convenzione, rispetto al V-PDB, il cui valore&tC & stato calcolato essere +1.95

%o rispetto al riferimento.

176



Oggi, la scala *Cypps € usata per definire i valori 8i**C come differenze in parti
per mille da V-PDB".

La tecnica di analisi del confronto tra campionstandard certificati € in grado di
rilevare differenze molto piccole nella composizomsotopica dei campioni da
determinare in modo affidabile e accurato, in sosal'utilizzo dell’equazione seguente
facilita il confronto delle proporzioni degli isqip specialmente al livello di

abbondanza naturale in cui le differenze sonoivalatente piccoli.

5 1= (rcampiondstandara-1) X 1000
dove r = £¥C/*%C).
Una differenza di una unita in questa scala inigaset mille (%0) corrisponde ad un
cambiamento di 0.001099 nella % dell’abbondanzarak di**C.
Quindi, und *3C di -25 %o significa che il campione, su mille palit'*C, ne presenta 25

in meno rispetto allo standard.
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Appendice B

Le tecniche chemometriche
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Secondo la definizione comune, la chemiometria aligniplina chimica che utilizza
metodi matematici, statistici, e altri metodi basatla logica formale per la costruzione
o la selezione dei metodi di misurazione ottimatiigegni sperimentali ed anche per
I'individuazione delle informazioni piu importanémpl'analisi dei risultati sperimentali.
L'idea di base della maggioranza dei metodi cheratoon si basa sulle cosiddette
variabili latenti o componenti principali (PC), wicdati iniziali sono rappresentati nello
spazio. Questo suggerisce che uno dei principaliaggi della analisi chemiometrica e
la possibilita di proiettare gli iniziali dati midimensionali, il cui numero puo essere
anche di decine di migliaia, su un pochi nuovi .assilati delle nuove coordinate
possono essere in questo modo facilmente visuéileg zaterpretati;

Pertanto, non & necessario conoscere i fondamesigenmatici fondamentali di un
metodo chemometrico in dettaglio per effettuare pratica applicazione efficace della
chemiometria.

Negli ultimi decenni, vi € stato una esplosione’deb della chemometria in tutto il
mondo; Indubbiamente, questo e stato grazie allappo di computer ad alta velocita
con hardware sofisticati in grado di ripetere kesgone di un gran numero di
misurazioni (Massart, 1988).

E' ampiamente riconosciuto che questi metodi passssere raggruppati a seconda dei
problemi pratici che riescono a risolvere. Il prigmppo riguarda la semplificazione di
e insiemi di dati enormi e complessie la ricercaethzioni nascoste tra di loro (analisi
delle componenti principali, PCA) (Wold et al., 798

Il second gruppo & compost dai metodi per la diasgione e la discriminazione di
oggetti, che, a sua volta, possono essere in matietfalssificazione con e senza
validazione. L'applicazione del secondo tipo diodete preferibile perché in questo
caso € usato un set di campioni di validazioneudconosciamo a priori informazioni
certe sulla loro classificazione, come nel castadetalisi discriminante lineare (LDA)
e della Soft Independent Modelling of class Anal@§MCA).

La validazione con l'uso di un set di dati testipeddenti € il metodo di convalida
migliore in quanto esso comprende i dati di oggette non sono stati utilizzati
inizialmente per la costruzione del modello. Questtodo rende possibile stimare in
modo attendibile la capacita predittiva di un nuawodello. Poiché questo approccio

non e sempre possibile a causa di problematichensp&ali e / o economiche, il
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metodo di convalida incrociata (Indahl et al., 1:988ld, 1978) o leave one out (LOO)
puo essere utilizzato. In questo metodo di valm@j una porzione di campioni &
inizialmente rimossa automaticamente dal modelfinal di usarli successivamente per
stimare la qualita del modello.

Di segquito si illustrano le principali tecniche anemetriche usate per la autenticazione

di alimenti.

B.1. Analisi della varianza

L’ANOVA ¢é un insieme di modelli statistici, e dellero procedure associate, in cui la
varianza osservata in una particolare variabil@artita in componenti attribuibili a
diverse fonti di variazione. Nella sua forma piimpéice, T ANOVA fornisce un test
statistico per verificare se le medie dei valorvdii gruppi siano 0 meno tutti uguali, e
pertanto generalizza t-test per piu di due grufpcontrario, I’ esecuzione di piu test t
a due e campioni comporterebbe una maggiore priithathi commettere un errore di
tipo .

Pertanto, ANOVA e utile nel confrontare due, trqio medie ed e stato utilizzato per
confrontare dati da alimenti di origine diversajl @lsuo impiego € principalmente
quello di identificare le variabili con il poteresdriminante maggiore, ad esempio
guelle che ad un livello di probabilita piu bas$®.@5 diano un alto valore F di Fisher.
MANOVA e l'analisi della varianza multivariate e wgtilizza nel caso di due o piu di
due variabili dipendenti che possono portare aeddallfferenze nelle variabili

indipendenti considerate.

B.2. Principal Component Analysis (PCA)

PCA é una tecnica che, riducendo la dimensione dtgi, permette la loro
visualizzazione, pur mantenendo quanto piu possibilinformazioni presenti nei dati
originali. Cosi, la PCA trasforma le variabili angli misurate in nuove variabili non
correlate, denominate componenti principali (PCas€una PC €& una combinazione

lineare delle variabili originali. Questa tecnicarmette una visualizzazione grafica
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tramite ungruppo di assi ortogonali che rappresentano leidineédi varianza maggior
nei dati

La prima PC (PCl}ppiega la maggiore percentuidella varianza totale, la secol
(PC2) e correlata con la primespiega la percentuale maggiakela varianza residua,
cosi via, finoa che non sia spiegela varianza totale.

In una PCA classica la matrice dei dati originalenédificata da prima da un |-
trttamento (centraggio o autoscaling), al fine dsieurare che la PC1 descriva
direzione corretta della varianza massima. Dooe-trattamento la matrice dei d di
dimensione fn x i, con m il numero delle variabili misurate e il numero degli
oggetti, e decomposta per ottenere una nuova reatdagli scores di dimensionm x
a’, con a il numero delle PC, e una matrice dei iogsl di dimensionia x ri'. In questo
modo la matrice originale delle variabili, ottengir glin campioni, genera uno spa:

admdimensioni, che definisce la posizione di ciascamgione.

LIC! Iris Draka,

# lissetosa
B Ifsversicolor
IFis=irginica,

Fig. B.1. Grafico rappresentativo diuna Principal Component Analysis (PCA)
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La grande riduzione di questo spaziom a un numero di P@, genera un nuov
posizionamento degli oggetti nello nuovo spaziogohale rappresentato dalla mat
degli scores, e quindi. L’orientamento delle nuasgsi rispetto alle coordinate origir
definisce la matrice dei loadings, che € una matfa x ni, che spiega la varian:

totale dei dati man mano che si aumenta il numehe @C considerat

All.3. Cluster Analysis (CA)

La riduzione delle dimensioni dello spazio in pianvolume (2De 3D) permette un
piu agevole interpretazione delle relazioni tra pemi e tra di essi e le variab
esaminate, oltre a permettere Iidentificazione rdggruppamenti differenti d
campioniCA o clustering € una tecnica unsupervisec ha la capacita di assegnare
insieme di oggetti a determinati gruppi (chiamétister) in modo che gli oggetti nel
stesso cluster siano piu simili tra loro rispettgueelli di altri raggruppamenti. Il st
procedimento implica I'uso del concetto dstanza calcolta dale varie proprieta

campioni misurate sperimentalmer

Fig. B.2 Grafico rappresentativo diuna Cluster Analysis (CA).
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Il calcolo della distanza tra i campioni puo esseakitata con diversi metodi (il piu
commune ¢ il calcolo della distanza Euclidea) eruppi che si vengono a creare
possono essere visualizzati graficamente in un rdgnamma con l'indicazione della
distanza tra i campioni attrverso una scala nommpata.ln questo modo, noi
classifichiamo i campioni al fine di avere una disinazione efficace. Solitamente CA

rappresenta uno step preliminare.

B.4. Analisi Discriminante Lineare (LDA)

LDA e probabilmente la tecnica supervised piu feegamente utilizzata. LDA si basa
sulla determinazione delle funzioni discriminantinelari che consentono di
massimizzare la percentuale della varianza trapgyrepgminimizzare quella intra gruppi.
Nella LDA, le classi dovrebbero seguire un distrzilbme normale ed essere linearmente
separate. La LDA pu0 essere considerata, come W, RBE metodo di riduzione
dimensionale nel senso che entrambi, LDA e PCAgrdehano uno spazio a minori
dimensioni rispetto all'originale, sul quale vemanproiettati gli oggetti.

Questa tecnica statistica € usata per stabilirenseampione incognito sia simile a un
gruppo di campioni autentici. Il fattore che vienatematicamente calcolato e la
distanza di Mahalanobis di ciascun oggetto dalroedelle categorie individuate e
quindi I'oggetto e assegnato alla categoria pejulale la distanza e inferiore. Nel caso
di due variabili, il grafico derivante dalla funmn® di probabilita € a forma di campana e
le sue sezione sono delle ellissi caratterizzalia deessa distanza di Mahalanobis dal
centroide. Ogni ellisse rappresenta le diversegoaie e ha una diversa posizione nello
spazio, connettendo i punti di intersezione diaias coppia di ellisse si identifica la

linea di delimitazione tra le due classi.
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Fig. B.3. Grafico rappresentativo di una Linear Digriminant Analysis (LDA)
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