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1. Introduzione

La sicurezza alimentare € intesa nella sua acoezpiin ampia come la possibilita di
garantire in modo costante e generalizzato acquadimenti per soddisfare il fabbisogno
energetico di cui l'organismo necessita per la aofivenza e la vita, in adeguate
condizioni igieniche. La definizione comunementeeaitata a livello internazionale é
guella elaborata al World Food Summit nel 1996 sdoola quale essa descrive una
situazione in cui: “tutte le persone, in ogni momeerhanno accesso fisico, sociale ed
economico ad alimenti sufficienti, sicuri e nuttieche garantiscano le loro necessita e
preferenze alimentari per condurre una vita atigana”.

Dal punto di vista prettamente sanitario la sice@ealimentare € intesa anche
come sicurezza igienico-sanitaria degli alimentellTdccezione giuridica I'alimento (o
«prodotto alimentare», 0 «derrata alimentare») #nitle come qualsiasi sostanza o
prodotto trasformato, parzialmente trasformato @ m@sformato, destinato a essere
ingerito, o di cui si prevede ragionevolmente cliesa essere ingerito, da esseri umani
(Reg. 178/2002). Questa definizione fa si che trofinufficiali vengano eseguiti sia sui
prodotti presenti in commercio sia su tessuti alindastinati ad essere consumati
dall'uomo. Esempio caratterizzante € rappresertai@ontrolli eseguiti sui tessuti degli
animali macellati al fine di valutare 'igiene edalubrita dell’animale e per valutare se le
modalita di allevamento a cui I'animale é statdgqmisto abbiano rese idonee le sue carni
al consumo alimentare. Oggi molta attenzione viposta nei controlli dei farmaci
impiegati in maniera lecita o illecita durante lkalamento per impedire che sostanze non
dichiarate ed eventualmente dannose per il consuengiossano essere presenti nel
prodotto finale. Analizzando la bibliografia si dgnzia che I'analisi microscopica dei
tessuti animali finalizzata al controllo dell'uiio dei farmaci € da tempo conosciuta
(Guardaet al., 1983) e che negli ultimi anni tali metodiche spessnsiderate obsolete
sono state standardizzate e se ne sono valutgbertermance fino a dimostrarne la
valenza ed inserirle tra i controlli ufficiali. (Baizzoet al.,2010; Bozzettat al., 2011,
Pezzolateet al.,2011; Uslenghet al.,2012; Vascellaret al.,2012).

Nel corso del periodo di dottorato ho svolto numseraicerche nel campo
dell’analisi morfologica applicata alla valutaziosanitaria degli alimenti di origine
animale, studiando le alterazioni indotte negli amigtarget dall'utilizzo illecito di



sostanze anabolizzanti nella specie bovina. Iniquéare lo studio € proceduto prima
individuando le alterazioni specifiche indotte uailizzo di estrogeni in vitelli
individuando la precisione del metodo e standaatidp la lettura microscopica dei
preparati istologici (Pezzolatet al. 2011) ed e continuato con lindividuazione di un
marker immunoistochimico correlato al trattamerdgao ¢ estradiolo (Pezzolatet al.,in
press), sostanza vietata per gli animali destadatonsumo umano perché potenzialmente
cancerogena. Contemporaneamente ho studiato lezitei indotte a livello timico
dall'utilizzo illecito dei cortisonici in vitelli, individuando i parametri microscopici
correlati con i trattamenti illeciti (Bozzettt al, 2011). | miei studi pero si sono anche
concentrati sull’analisi dei prodotti ittici (Bozte et al., 2012) e nella presente tesi
vengono riportate le osservazioni condotte su guasino aspetto.

L’analisi dei consumi alimentari, pero, oltre a f@mmare un incremento del
consumopro capitedi carne, mostra un elevato consumo di pesceortingercio dei
prodotti ittici ha registrato, negli ultimi diecinai, un considerevole incremento sia in
campo nazionale che internazionale. La maggioneiesta interessa pesci, crostacei e
molluschi sia freschi che congelati, oppure sotstipa differenti processi di lavorazione
(affumicamento, salagione, ecc.). Tale tendenzagasere attribuita a diversi fattori tra
loro concomitanti nel determinare una rapida ctasalella domanda e, come
conseguenza, dell’offerta. E da considerare cherdacente affermazione di sistemi di
vendita online e di mercati ittici elettronici, hmtevolmente ampliato la capacita di
offerta degli operatori, grazie anche alle econodiscala determinate dall’ampliamento
dei mercati, accrescendo le potenzialitd d’acqudsicconsumatori.

Inoltre, ha contribuito ad orientare le scelte dmisumatori la maggiore e sempre
piu diffusa educazione alimentare e la consegueimieovata attenzione al livello
gualitativo dei prodotti posti in commercio. Allfafmazione del prodotto ittico come
componente della dieta quotidiana, hanno contebnitmodo determinante le sue qualita
intrinseche, ovvero ‘“linsieme delle proprieta ellelecaratteristiche che influenzano
I'accettabilita per il consumatore finale” (Howgat&é982), proprieta ben attribuibili ai
prodotti della pesca. Infatti, tali prodotti sorttualmente percepiti dal consumatore come
alimenti in sé sani e dietetici, di elevato valotgritivo. Inoltre, sotto I'aspetto dietetico, i
prodotti ittici sono dotati di caratteristiche riatonali piu che apprezzabili, in quanto
ricchi di “omega 3", che agendo come depressdtiafiivita piastrinica, conferiscono
benefici al distretto cardiovascolare; essi, imfatteterminano la diminuzione del

Trombossano (TXA2), che esercita attivita anti-eggnte, e l'aumento della



prostaciclina PG13 fortemente antiaggregante e dilasatrice. E' noto che gli acidi
grassi “omega-3” hanno effetti benefici nella pm=ziene primaria e secondaria
dell'aterosclerosi ed effetto antiaritmico sulladuenza cardiaca per la quale e nota
I'affermazione “maggiore variabilita cardiaca, magg salute”.

A conferma dell'importanza economica mondiale cteeassumendo il consumo
dei prodotti ittici la FAO ha indicato negli ultinainni un incremento nella produzione di
pesci, crostacei e molluschi rispetto agli anncpdenti.

Per I'ltalia I'l.C.R.A.M. (Istituto Centrale per IRicerca Scientifica e Tecnologica
Applicata al Mare) ha rilevato un aumento del commoeedel complesso dei prodoitti ittici
su scala nazionale, registrando un consumo precapitrescita dall'inizio del nuovo
millennio A fronte di questi elevati trend di crégacdella domanda interna la produzione
nazionale di prodotti ittici non €& stata tale daddisfare la domanda interna e,
contemporaneamente, sostenere |'esportazione. Goraeidenzia da dati ISTAT, per
soddisfare la domanda del mercato nazionale siuéada necessita d'importazione del
22% del consumo totale dei prodotti ittici. Cio ¢@mportato I'ingresso di nuove specie,
non usuali sui nostri mercati, per le quali spesso esiste la denominazione in lingua
italiana e che possono essere vendute in luog@etiies piu comuni e maggiormente
apprezzate e richieste dal consumatore.

Appare evidente che il transito sul mercato diifgadi derrate alimentari ittiche di
considerevole entita non pud che esigere adegoatradli, che, nell'intento primo di
tutelare il consumatore, possano garantire le guaénsoriali, nutrizionali, funzionali e
microbiologiche che hanno, nel passato recenteymé&tato lo sviluppo e l'affermazione
del prodotto ittico nella dieta del consumatoréate ed europeo. D’altra parte, a seguito
dell’entrata in vigore dei nuovi Regolamenti contarij I'insieme del settore industriale
agro-alimentare europeo si trova nella necessitadaliere affrontare la concreta
realizzazione di un sistema di controllo affidabilella sicurezza e della qualita degli
alimenti, dalla produzione delle materie prime all@tribuzione del prodotto finale
destinato al consumatore.

Solo l'attuazione ed il conseguimento di tale dinetpermettera di fornire reali
garanzie di sicurezza, salubrita e qualita deghetti al consumatore e di consolidare le
posizioni raggiunte sul mercato dei prodotti alinaen(Reg. 178/2002).

Sinora la sicurezza degli alimenti, pur garantiea fgegge, non € stata sempre
assicurata, soprattutto a causa di specifiche nmaecaei sistemi di controllo lungo la

filiera produttiva. Tali evenienze hanno accresxkinbtevolmente le preoccupazioni del



consumatore e hanno fatto emergere I'esigenzaalcampleta trasparenza, con garanzia
della tracciabilita dei prodotti destinati al consmumano,come indicato negli articoli dei
regolamenti comunitari del Pacchetto Igiene.

Su questa linea i legislatori europei hanno rivolt@ggiore attenzione alle
procedure per garantire la sicurezza e la quaditdpbdotto, riconoscendo la necessita di
ottenere prodotti che abbiano i requisiti di ig@ta, gli aspetti di qualita e/o tipicita, e le
garanzia di procedimenti produttivi rispettosi dehessere animale e della conservazione
dell’ambiente.

Le considerazioni dei rappresentanti dei Paesi ji@irgono state concordi nel
riconoscere che, per venire incontro alle necessitdormazione dei consumatori e per
fornire loro maggiore sicurezza € necessario reale un’etichetta che descriva la qualita
“tecnica” del pesce. In quest’ambito si inserisaadlisi microscopica dei tessuti che deve
essere sviluppata e valutata al fine di poter rem@éficaci i controlli sulle modalita di

conservazione dei prodotti ittici immessi sul méoca



2. Legislazione nel campo del controllo degli alinmi ittici

La legislazione europea sulla sicurezza alimensarprefigge lo scopo di semplificare e
armonizzare i numerosi requisiti di igiene che ggatono dalle direttive del campo della
pesca. Lo scopo ultimo e quello di creare un'umicamativa che comprenda tutti i settori
degli alimenti, che inglobi le norme per gli operatassieme con gli strumenti per gestire la
sicurezza alimentare e qualsiasi crisi alimentdre gossa scaturire in qualsiasi punto della
catena.

Le procedure nel campo alimentare, infatti, dovezbbprima di tutto assicurare la

sicurezza del cibo attraverso 'uso del sistema BRC

2.1 Legislazione del pesce e dei prodotti della mas

La politica di sicurezza alimentare dell'lUE abbradintera catena alimentare. | regolamenti
UE sono tra i piu rigorosi al mondo e delineanoelsponsabilita dei produttori e fornitori per
contribuire a garantire la qualita e la sicurezeglidalimenti.

Nella legislazione dellUE, ci sono numerose nowghe si riferiscono a questioni di
sicurezza alimentare e coprono molti tipi di pradalimentari, tra cui pesce e prodotti della
pesca. In particolare, il regolamento (CE) n 17862(Reg. 178/2002) (entrato in vigore il 1°
gennaio 2005) stabilisce i principi e i requisiingrali della legislazione alimentare, istituisce
I'Autorita europea per la sicurezza alimentaressafiprocedure nel campo della sicurezza
alimentare. Il regolamento (CE) N. 852/2004 (Re&g2/8004) (entrato in vigore il 1° gennaio
2006) stabilisce norme generali per gli operatetisgttore alimentare in materia di igiene dei
prodotti alimentari. Il regolamento (CE) N. 853/20(Reg. 853/2004) (entrato in vigore il 1°
giugno 2006) stabilisce norme specifiche di igigreg gli alimenti di origine animale. Il
regolamento (CE) N. 854/2004 (Reg. 854/2004) (émtra vigore il 1° gennaio 2006),
stabilisce norme specifiche per I'organizzazioneoditrolli ufficiali, e, infine, il regolamento
(CE) n 882/2004 (Reg. 882/2004) (entrato in vighrgennaio 2006) stabilisce le norme
generali per I'esecuzione dei controlli ufficialtesi a verificare il rispetto delle norme volte a
prevenire, eliminare o ridurre i livelli accettaldl rischio per 'uomo e gli animali.

Ai sensi della direttiva 79/923/CEE (Dir. 923/7%) $tati membri:

1. entro due anni a decorrere dalla notifica dptiesente direttiva, devono designare delle
acque destinate alla molluschicoltura;



2. possono in seguito procedere a designazioni lesngmtari;

3. possono sottoporre a revisione la designazioreerte acque, a causa in particolare di
elementi imprevisti al momento della designazione;

4. stabiliscono programmi per ridurre l'inquinaneest far si che le acque designate siano
conformi ai valori fissati dagli Stati membri.

A seguito della direttiva 91/67/CEE (Dir 67/91) {f&ta in vigore il 1° gennaio 1993),
I'immissione sul mercato di animali d'acquacolwao soggetti ai seguenti requisiti generali:
1. non devono presentare alcun segno clinico dattalil giorno del carico;

2. non devono essere destinati alla distruzionkaona@acellazione nel quadro di un piano di
eradicazione di una malattia;

3. essi non devono provenire da un'azienda ogdetto divieto per motivi di polizia sanitaria
e non devono essere venuti a contatto con animlii diziende.

A seguito della direttiva 91/492/CEE (Dir. 492/qdata di entrata in vigore 14 ottobre
1991), l'mmissione sul mercato di molluschi bivalwi destinati al consumo umano sono
soggetti alle seguenti condizioni:

1. essi devono provenire da zone di produzionesone conformi alle prescrizioni stabilite
dalla presente direttiva, nel caso di pettinidiesfa disposizione si applica solo ai prodotti
dell'acquacoltura;

2. siano stati raccolti e trasportati dalla zongmiduzione al centro di spedizione, centro di
purificazione, zona di stabulazione, o di trasfazimoae alle condizioni previste dalla presente
direttiva,

3. nei casi previsti dalla presente direttiva, devessere stati pescati in zone riconosciute;

4. devono essere stati manipolati in condiziorengihe e, ove necessario, devono essere stati
depurati in stabilimenti riconosciuti;

5. essi devono essere conformi ai criteri di clai ptesente direttiva;

. essi devono esser stati sottoposti a contrahdtario;

. devono essere stati debitamente confezionati;

. essi devono esser stati conservati e trasportatindizioni igieniche soddisfacenti;

© 00 N O

. essi devono recare un bollo sanitario.

Per quanto riguarda la direttiva 91/493/CEE (Di3/23) (entrata in vigore il 1°
gennaio 1993), I'immissione sul mercato dei praddédl'acquacoltura &€ subordinata alle
seguenti condizioni:

1. siano stati macellati in condizioni appropridiégiene;
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2. siano stati manipolati e, se del caso, imbalagparati, trasformati, congelati, scongelati o
immagazzinati in condizioni igieniche in stabilintiele devono essere stati conservati e
trasportati in condizioni igieniche soddisfacenti.

L'immissione sul mercato dei seguenti prodottietata:

1. pesci velenosi delle seguenti famiglie: Tetraddime, Molidae, Diodontidae,
Canthigasteridae;
2. prodotti contenenti biotossine, quali ciguatioas le tossine che paralizzano i muscoli.

La direttiva 92/48/CEE (Dir. 48/92) (entrata in otg il 1° gennaio 1993) chiarisce
che le parti delle navi o i recipienti riservatisatonservazione dei prodotti della pesca non
devono contenere oggetti o prodotti che potrebbeesmettere proprieta nocive o
caratteristiche anomale ai prodotti alimentari.i Tzarti 0 recipienti devono essere ben
progettato in modo da consentire loro di esseréi patilmente | prodotti della pesca sono
manipolati e immagazzinati in modo da evitare dggrementi.

Lo scopo della direttiva 2000/60/CE (Dir. 60/20@8intrata in vigore il 22 dicembre
2000) e quello di istituire un quadro per la pratee delle acque superficiali interne, delle
acque di transizione, delle acque costiere e asgtierranee che:

1. impedisca un ulteriore deterioramento, protegganigliori lo stato degli ecosistemi
acquatici e, per quanto riguarda le loro esigenzacdua, degli ecosistemi terrestri e delle
zone umide direttamente dipendenti dagli ecosistemuatici;

2. agevoli un utilizzo idrico sostenibile fondatalla protezione a lungo termine delle risorse
idriche disponibili;

3. miri alla protezione rafforzata e al migliorarteedell'ambiente acquatico, anche attraverso
misure specifiche per la graduale riduzione decgirishi, delle emissioni e delle perdite di
sostanze prioritarie e l'arresto o la graduale iabzione di scarichi, emissioni e perdite delle
sostanze pericolose prioritarie;

4. assicuri la graduale riduzione dell'inquinamedé&lle acque sotterranee e ne impedisca
I'aumento;

5. contribuisca a mitigare gli effetti delle inozdani e della siccita.

La direttiva 2006/88/CE (Dir. 88/2006) (entrata vigore 14 dicembre 2006), ha
Istituito:

1. condizioni di polizia sanitaria per I'immissiosal mercato, l'importazione e il transito
degli animali d'acquacoltura e dei loro prodotti;

2. misure minime per prevenire le malattie degimeaati d'acquacoltura;
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3. misure minime da adottare in risposta a cagirdsunta o accertata malattia in questi
animali..Sono incluse le seguenti malattie: necesaatopoietica epizootica, l'infezione da
Bonamia exitiosa, infezione da californiensis Xealatis, sindrome di Taura, o anche
malattia della testa gialla.

La decisione 97/296/CE (Dec. 296/97) (entrata goke il 1° luglio 1997), indica gli
elenchi dei paesi e territori dai quali € autoriazamportazione di prodotti di pescatori, sotto
qualsiasi forma destinate al consumo umano.

Il regolamento (CE) No0.104/2000 (Reg. 104/2000)tréda in vigore il 2 febbraio
2000) sostiene, ai fini del presente regolamenk® per organizzazione di produttori si
intende qualsiasi persona giuridica:

1. istituito per iniziativa di un gruppo di produotit di uno o piu prodotti, nel caso di prodotti
congelati, trattati o trasformati, le operazionigmestione siano state effettuate a bordo delle
navi da pesca;

2. costituita allo scopo di assicurare che la pegee effettuata lungo razionali linee e che le
condizioni per la vendita dei prodotti dei soci gomigliorate, mediante misure volte a
stimolare la pianificazione della produzione, prawere la concentrazione dell'offerta,
stabilizzare i prezzi, promuovere metodi di pesca,

3. le regole di associazione che richiedono agiradti, di applicare alla produzione di pesca

e di commercializzazione.
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3. Analisi microscopica dei cibi

3.1 Introduzione

Molti cibi hanno un’origine biologica che viene nifichta a diversi gradi e/o livelli a
seconda dei cicli produttivi che subiscono. Esecapatteristici che descrivono a vario livello
le modificazioni che possono subire i cibi sono: ttansizione da farina a pane, la
trasformazione da muscolo a insaccato o anco@ssaygio da latte a formaggio. Nonostante
guesti cambiamenti i cibi possono essere categirizz accordo con le loro caratteristiche
strutturali in: cibi liquidi, che possono presestatome sospensioni o emulsioni (bevande
come il latte, i succhi di frutta, le salse, eailyi spumosi (creme pasticcere), cibi viscosi con
basso contenuto di grassi (yoghurt, marmellate)l @aleo contenuto (margarina, burro), cibi
solidi (carne, pesce, pane) o ancora cibi in pel(spezie, farine). Spesso pero i cibi finiti
derivano da combinazioni di cibi categorizzati inugpi diversi. L'approccio utilizzato
nell'analisi microscopica dei cibi dipende sia dalhatura del cibo che dall’obiettivo
dell'analisi. La storia dello studio microscopicel @ibo e i principi dell’analisi dei differenti

gruppi di cibi sono stati revisionati agli inizigleanni novanta da Aguilera e Stanley (1990).

3.2 Tecniche microscopiche

3.3 Microscopia ottica

Microscopia in campo chiaro, microscopia a fluoessa o a luce polarizzata sono le tecniche
di microscopia ottica piu frequentemente utilizzatd campo del controllo degli alimenti
(Aguileraet al.,2000). Lo strumento base utilizzato € un microgcaepcampo chiaro al quale

vengono aggiunti dispositivi per I'utilizzo con kipolarizzata o a fluorescenza.

3.3.1Microscopia ottica in campo chiaro

La microscopia ottica in campo chiaro & regolarmenipiegata nel campo del controllo
alimentare per ottenere informazioni qualitativeida sulla struttura e composizione dei cibi.
La prima applicazione di questa tecnica nel camelta dsicurezza alimentare € stata per
identificare le adulterazioni e le contaminaziohiadulterazione di un alimento, infatti,

consiste nella variazione illecita e fraudolentiadeomposizione di un prodotto alimentare
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mentre la contaminazione consiste nella presenzaosianze estranee di varia origine,
entrambe valutabili microscopicamente. (Lewis, 1993

Una grande varieta di colorazioni possono esstizzate in microscopia ottica, ma
tuttavia quelle utilizzate per il controllo alimémon sono molte. Colorazione base e
'ematossilina eosina che permette di studiare ilerastruttura degli alimenti, soprattutto di
quelli solidi tra cui la carne ed il pesce. Tral&e principali colorazioni ricordiamo inoltre il
blu di toluidina, un colorante metacromatico cheduce colori diversi a seconda della natura
del componente a cui si lega, divenendo ad esepyrjoora o rosso brillante se legato alle
pareti delle cellule vegetali contenenti pectindlo scuro se si lega alle cellule vegetali
lignificate dei tessuti di conduzione. Il blu did@ina é utile anche per I'analisi dei prodotti a
base di carne, in quanto le fibre muscolari appar@sa pallido, i fibroblasti divengono blu e
le fibre elastiche turchesi. Tale colorazione dtieaisata per identificare 'amido che assume
una colorazione blu caratteristica permettendandertificazione e la localizzazione anche a

seguito di processazioni che ne distruggono ldtataustessa.

3.3.2 Microscopia ottica a luce polarizzata

Il microscopio con luce polarizzata viene invecepiegato solo per analizzare i cibi che
possiedono birifrangenza propria dovuta alla Idratgira cristallina ordinata. Molti elementi
possiedono questa caratteristica, tra i principadirdiamo I'amido, le pareti cellulari, le fibre

muscolari, il grasso sia animale che vegetale &i tiyaldi aromi.

3.3.3 Microscopia ottica a fluorescenza
La fluorescenza fornisce una sensibilita che ndisgonibile con altre forme di microscopia
ottica, consentendo la rivelazione della fluorezeedi composti presenti in quantita molto
ridotte. Una vasta gamma di componenti degli alimesia di origine vegetale che animale,
mostra fluorescenza intrinseca (autofluoresceniza)le piante, questi elementi includono
pigmenti come le clorofille ed i carotenoidi, noacbomposti fenolici vari come lignine e
componenti a basso peso molecolare come i comaastatici. Anche molte erbe e spezie
sono anche dotate di autofluorescenza

Nei tessuti animali, le fonti piu comuni di autaffescenza sono ossa, cartilagine,
collagene, elastina e alcuni lipidi.

Inoltre, la fluorescenza pud essere indotta da vasta gamma di composti quali
coloranti fluorescenti, anticorpi specifici o lewi che vengono coniugati con marcatori

fluorescenti, e sostanze che reagiscono solo inieaibchimici specifici Per esempio,
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Calcofluoro, un fluorescente brillantante, pud essatilizzato come sonda altamente
specifica per localizzare il legame misto (1-3}4§ibD-glucano nei cereali. Il Nil red € un
colorante liposolubile che diventa intensamenteréigcente nei medium idrofobi.

La precisa identificazione e localizzazione deii v@mponenti, insieme con la sensibilita
della tecnica fluorescenza, ha permesso alla nuopia a fluorescenza di essere ritenuta un

valido strumento di analisi alimentare (Kal&tal.,1995)

3.3.4 Microscopia confocale
La microscopia confocale é stata sviluppata congetecnica con alcuni vantaggi per I'analisi
degli alimenti. (Ferrandet al, 2000)

La principale differenza tra una microscopia comarenale ed una confocale é |l
posizionamento di un foro in corrispondenza dehpifocale dell'immagine nel caso dello
strumento confocale. Questo rimuove |' “out-of-fetluce, generando un'immagine chiara e
consentendo il sezionamento ottico del campione.s@io due tipi fondamentali di
microscopia confocale: la microscopia confocaledésm a scansione (CSTM) e la
microscopia confocale a scansione laser (CSLMESITM utilizza mercurio, tungsteno, o
illuminatori xenon e ha il vantaggio di consentiosservazione in tempo reale del campione.
La bassa intensita di luce pud essere un probleoma questa tecnica. La CSLM usa
illuminazione laser. La dotazione standard compeend laser ad argon (488 e 514 nm
lunghezze d'onda) con o senza elio-neon laserr{BRinghezza d'onda). In molti dei sistemi
CSLM attualmente in uso, l'osservazione in tempaleenon € disponibile a causa di
potenziali danni per lI'occhio da emissioni laser.inmagini sono prodotte, immagazzinate e
manipolate da software di gestione delle immadifntensita della luce non € un problema
con questo metodo.

I CSLM puo fornire immagini focalizzate ad unafandita fino a diverse centinaia
di micrometri, a seconda della natura del campionemodo che le sezioni sequenziali
possono essere ottenute per la ricostruzione teiasmonale dellimmagine. Inoltre, |
componenti chimici diversi (ad esempio, le proteénegrassi) possono essere identificati e
localizzati simultaneamente utilizzando specificaroatori fluorescenti. CSLM é stato
utilizzato per l'analisi quantitativa di struttucellulari in materiale vegetale, per Il'analisi
strutturale di emulsioni di complessita differemiper la posizione di microrganismi in una

vasta gamma di prodotti alimentari
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3.4 Microscopia Elettronica

La microscopia elettronica (EM) viene utilizzateaqdo € richiesto una risoluzione superiore
a quella ottenibile con tecniche di microscopi#cattad esempio, per I'analisi di componenti
quali micelle di caseina del latte o fibre di peatdi frutta e verdura, che sono troppo piccole
per essere visualizzate in microscopia ottica. t&ises due tipi di microscopia elettronica,
quella a scansione (SEM) in combinazione con miabsi a raggi X, e quella a trasmissione
(TEM) nella modalita di spettrometria di perditaetiergia di elettroni (EELS), che consente
I'analisi di alimenti o loro componenti per studi@rla composizione elementare. SEM di
campioni idratati congelati e TEM di campioni fissdal congelamento rapido forniscono
immagini strutturali di alimenti non affetti da efatti indotti dalla fissazione chimica. In
contrasto, la fissazione chimica seguiti da indosi in resina e colorazione di sezioni
ultrasottili con metalli pesanti (acetato di urané / o citrato di piombo), rende possibile
distinguere alcuni elementi quali proteine, grassaturi ed alcuni polisaccaridi negli
alimenti. (Kalabet al.,1995)

3.5 Microscopia a Forza Atomica

| rilevanti cambiamenti strutturali indotti sughgdredienti alimentari durante la preparazione
del campione per la microscopia elettronica ricbrexllo sviluppo di metodi innovativi per
ottenere risultati migliori. Infatti, le tecnicheeip microscopia elettronica sono spinte al
massimo quando vengono usate per studiare biopolicoenplessi come le proteine e i
polisaccaridi rendendo necessario il rivestimentgueesti tipi di campioni con metalli, ma
proprio la dimensione dei grani metallici limita livello di dettaglio osservabile nelle
immagini finali. Per porre rimedio a questo probéesi e sviluppata la microscopia a forza
atomica (AFM) che crea un'immagine attaverso il m@nto di uno stilo affilato (penna),
attaccato ad un cantilever flessibile, che padsavatso la superficie del campione. Quando
la penna si avvicina al campione, forze repulsieeiaho il cantilever lontano dalla superficie
e guesti movimenti possono essere registrati. @Queshica semplice e molto sensibile € in
grado di misurare deformazioni causate anche dpksirmolecole e atomi € stata per questo
motivo ampiamente utilizzata per studiare compdnalimentari complessi, come fibrille

proteiche e polisaccaridi (Kirbst al, 1995)
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3.6 Preparazione del campione

3.6.1 Microscopia ottica

Nel campo della sicurezza alimentare ove possidiee esaminato materiale fresco al fine di
evitare artefatti dovuti alla fissazione, per prawe la perdita di alcuni costituenti ed ancora
per abbreviare i tempi di analisi

Le polveri vengono esaminate nella loro forma oidg disperdendole in montanti sia
acquosi che non, a seconda della loro solubilidisperdibilita. Nei montanti si possono
aggiungere inoltre coloranti per aumentare il casity dei singoli componenti strutturali per
facilitare l'osservazione e la discriminazione a&ulbase di caratteristiche chimiche e
morfologiche.

Lo striscio e/o lo schiacciamento del campione gecaiche di preparazione semplici
che permettono di ottenere informazioni dettagliediein tempi rapidi sui componenti del
cibo. A seconda della consistenza, il prodotto iemscelato con opportuni coloranti o viene
sminuzzato in una piccola quantita di acqua o pjuahe essere preparato semplicemente per
schiacciamento tra il vetrino e il coprioggettoaddo questi metodi e colorazioni appropriate
si possono ottenere informazioni preziose sui carapt del cibo, sebbene la microstruttura
complessiva viene generalmente persa.

Se le informazioni sulla composizione chimica cazédni strutturali e spaziali dei
componenti € necessaria il campione viene sottopadt opportuna preparazione prima
dell'esame microscopico. La procedura piu sem@ip@l veloce parte con la selezione di un
campione rappresentativo dell'alimento e la susafifone. La fissazione per congelamento
permette di ottenere sezioni in un tempo relativaméreve e i preparati allestiti hanno il
vantaggio di presentare pochi artefatti se si elerio quelli dovuti ai cristalli di ghiaccio. Il
danno dovuto ai cristalli di ghiaccio puo esseraimizzato congelando il campione in azoto
e sezionandolo in un criostato. E’ essenziale eseguna lavorazione rapida, poiché i cristalli
di ghiaccio crescono non appena il campione saldsc alla temperatura del criostato. La
Fissazione con glutaraldeide o formaldeide inveggeidisce la disintegrazione delle sezioni
sottili durante le successive colorazioni. Alcumponenti pero ed in particolare alcuni
polisaccaridi, non possono essere stabilizzati fdesativi, mentre altri di basso peso
molecolare possono migrare nelle sezioni 0 posssmere estratti dai loro nidi a seguito della
fissazione. Il passo successivo e rappresental® plalcessazione del campione che consiste
nella completa disidratazione ottenuta con passsaggsessivi in una scala alcolica crescente
e termina con il bagno del tessuto in xilolo o go8tatossici ed inclusione in paraffina. A

qguesto punto il campione € immerso in un blocchstilido di paraffina che fornisce la
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consistenza necessaria per procedere al seziomardehitcampione con il microtomo. Le
sezioni ottenute vengono fatte aderire a vetrini permettere le successive colorazioni.
L'utilizzo di vetrini rivestiti con albumina, poli-lisina o elettrostatici facilitano I'adesione
del campione. A questo punto il preparato e praaioessere sottoposte alle colorazioni piu

idonee alla finalita di analisi richiesta e peregssnfine osservato al microscopio.

3.6.2 Microscopia Elettronica

La preparazione del campione per la microscopitireteca dipende dalla natura del cibo e
dal tipo di scansione o tecnica di trasmissionkzaéta. Per la SEM gli alimenti secchi sono
preparati nello stesso modo delle polveri. Cibidsch base di proteine (formaggio, carne)
sono fissati in soluzioni di glutaraldeide (1-3%imiponata vicino al valore di pH del cibo),
disidratati in etanolo, sgrassati mediante estr&zioon cloroformio o n-esano, ripassati in
etanolo, congelati in isopentano liquido, in azttmido o in slush azoto e cryofratturati.
Poiché I'etanolo non forma cristalli di ghiacciopeéssibile congelare campioni impregnati in
etanolo direttamente in azoto liquido. E’ noto ahéatticini trattati in questo modo si
frammentano spontaneamente, ma ci0 non si veriigai prodotti sono congelati in
isopentano o utilizzando Freon (anche se questolé scoraggiato per I'impatto ambientale
negativo). | frammenti secchi sono montati, ricipgiroro puro o lega, ed esaminati al SEM.
Se il grasso € la componente alimentare di interassampioni fissati in glutaraldeide sono
postfissati con una soluzione tampone di OsO4 é&de di estrazione del grasso viene
omessa.

Campioni viscosi, che si disintegrano durante fa [reparazione, sono incapsulati in
gel di agar. Le capsule sono trattate nello stessmdo dei campioni solidi. La
criofratturazione fornisce immagini di qualita stipee rispetto alla fatturazione a secco.

In campioni di alimenti idratati, pero, possono ni@rsi i cristalli durante il
congelamento con conseguente formazione di ante®atko un sottile strato superficiale (20
mm) e libero da tali cristalli.

Il Cryo-SEM e adatto all’analisi di cibi molto gsase alimenti di origine vegetale,
come verdure cotte, che possono andare in contrmodificazioni se sottoposti a
disidratazione. Il congelamento rapido dei campiénessenziale per la prevenzione di
artefatti derivanti dalla formazione di cristallighiaccio.

I SEM a bassa tensione € utile quando applicatamapioni congelati non rivestiti
perché permette l'osservazione del cibo (congelal@tato) ad alto ingrandimento, in

particolare la SEM ad emissione di campo e la gatta per questo tipo di lavoro. Poiché i
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campioni non devono essere rivestiti di metallossomo essere fratturati in continuo nel
corso dell'osservazione.

In TEM, colorazione negativa e tecniche con ombremétallo sono adatte per
macromolecole (proteine, polisaccaridi) e loro grumicelle). La tecnica TEM praticata piu
frequentemente € I'esame di sezioni sottili. Regadime degli alimenti, piccoli campioni sono
chimicamente fissati e inclusi in una resina conperk Araldite, o Spurr. Alimenti densi
come il formaggio, la pasta, i prodotti a base atne, semi, prodotti estrusi richiedono piu
tempo di fissazione e tempi di impregnazione maggispetto agli alimenti porosi. Resine a
bassa viscosita facilitano l'inclusione dei campion

Protocolli Separati sono stati sviluppati per laggiar parte degli alimenti. Freeze-
fratturazione, freeze-etching, e la replica diip@ate carbonio, seguito da TEM di repliche é
la tecnica piu utilizzata per I'esame di prodattiiero-caseari ad alto contenuto di grassi come
panna, emulsioni di olio-in-acqua, come il geldticrografie ottenute da qualsiasi tipo di
microscopia, Sono oggi registrate come immaginitaligzate e possono essere manipolate
utilizzando computer e software, che vengono inm@e nella configurazione della

microscopia elettronica.

3.7 Applicazioni
3.7.1 Contaminazione del cibo
Una delle applicazioni piu importanti dell’analisicroscopica degli alimenti € il rilevamento
e l'identificazione di contaminanti. Per contamimnasiintendono i corpi estranei come il
metallo, gommal/plastica, solidi di vetro, legno dstallo cosi come anche alcuni
contaminanti biologici (ad esempio, animali o paltiinsetti). Contaminanti biologici di
origine microbica possono non essere rilevati irest@ fase, a meno che non siano
particolarmente abbondanti.

La contaminazione degli alimenti finiti puo rinvesiia causa della cristallizzazione
(ad esempio, cristalli di tirosina in pasta d'agbie) o delle interazioni tra i componenti (ad
esempio, cristalli di ossalato di calcio negli aimi a base di latte e di componenti vegetali).
A volte, invece, il cibo viene contaminato involariamente durante la fase di elaborazione in
cucina (ad esempio, da un vetro o particelle dilgntia utensili da cucina) o anche durante |l
consumo (ad esempio, i chip di smalto dei denti@azioni).

Molti dei casi di contaminazione degli alimenti poso risolversi con l'aiuto di
microanalisi elementare del campione. Solitameniestg indagini vengono effettuate a

seguito di un reclamo del consumatore.
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3.7.2 Analisi strutturale

La microstruttura del cibo é strettamente legata slie proprieta sensoriali, ad esempio,
I'elasticita, la fermezza, la morbidezza e la ssitaoProteine e carboidrati formano gel, la cui
struttura influenza la proprieta di conservaziorell'acqua e del grasso. Le strutture
gelatinose di diversi biopolimeri (ad esempio, iglet miosina, amido, glicogeno) sono state
studiate approfonditamente. Grassi e oli, le looome cristalline, emulsioni, schiume,

rappresentano un altro importante ambito di studstcuttura alimentare in cui vengono

utilizzati tutti i tipi di microscopia. | risultatottenuti dall’analisi di cibi tradizionali possono

essere applicati agli alimenti di nuova formulazoper migliorare il loro impatto sul

consumatore.

3.7.2.1 Carne
Il componente base della carne e il tessuto musgotée ha una microstruttura complessa.
Le miofibre sono circondate da membrane di tessotnettivo (endomisio) e pacchi di
miofibre sono separate I'una dall'altra da unaaftrembrana di tessuto connettivo (perimisio).
Il muscolo contiene anche le vene, le arterieféote nervose.

La microscopia viene utilizzata per analizzare mbeamenti che si verificano nelle
strutture muscolari dopo che 'animale é stato ft&toe durante irigor mortis e poi durante
la maturazione, la refrigerazione, I'eventuale adamento, la salatura e la lavorazione della
carne. Questi processi causano modifiche alla miierttura muscolare, ma i cambiamenti piu
significativi sono causati dal riscaldamento, cle@atura le proteine, porta alla contrazione
delle fibre muscolari, e alla perdita della strratuTali cambiamenti possono essere osservati
con tecniche sia di microscopia ottica che eleitian

| singoli componenti della carne cruda, della carisealdata e della carne cotta
possono essere rilevati utilizzando anticorpi dpe@er antigeni strutturali in combinazione
con la microscopia a fluorescenza.

Prodotti a base di carne costituiti da piu comptirgirsolito sono chiamati emulsioni
di carne. Il legame delle particelle di carne esgoaé migliorato dall'ausilio di particelle
munite da cariche tra le quali annoveriamo farineaia 0 grano, caseinato di sodio, amido,
glutine, e altri polisaccaridi e proteine. Il loraolo € quello di aumentare il rendimento del
prodotto, migliorare la stabilita, e modificarne peoprietd. La microscopia € usata per

rilevarne la presenza, determinarne la quantiséalailire la loro distribuzione.
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3.7.2.2 Prodotti lattiero-caseari

La maggior parte dei prodotti lattiero caseari, ybd@ formaggi, sono costituiti da micelle di
caseina e proteine del siero coagulate. Per I'sindii questi costituenti devono essere
utilizzate tecniche di microscopia elettronica jpérde tecniche di microscopia ottica non
forniscono una risoluzione sufficiente.

La coagulazione del latte si traduce nella formazidi due gel diversi secondo la
temperatura cui e sottoposto il prodotto. Il rise@hento provoca interazioni tra k-caseina,
caseina presente sulla superficie delle micelleyna proteina del siero chiamata b-
lattoglobulina. La proteina complessa risultanteupa siti idonei per l'interazione con le
micelle e il gel derivante consiste di piccole oaténtrecciate e minuscoli pori in cui la fase
liquida e saldamente immobilizzata.

Questa struttura che conserva saldamente la faiseldi € importante per i prodotti
lattiero caseari morbidi come lo yogurt. Clusterst@ici grandi si sviluppano in coaguli nel
latte riscaldato ad alte temperature e causanaoesindel gel cioé, la separazione della fase
liquida chiamata siero. Queste strutture sono itapdirnella produzione del formaggio.

L’identificazione di componenti alimentari specificome proteine e polisaccaridi e
possibile in microscopia ottica utilizzando I'imnalacalizzazione con anticorpi marcati.

La SEM viene utilizzata invece per analizzare stalii di sale nei formaggi e i
depositi di muffe superficiali in formaggi comedhmembert.

L’'esame Cryo-SEM o TEM di prodotti come la pannanmta permette la
visualizzazione delle celle d'aria e dei globuliggasso che aderiscono all’ interfaccia aria-
liquido. La Distribuzione dei globuli di grasso ellé gocce d'acqua intatte nel burro e in altre
emulsioni &€ anche adeguatamente studiata con qeestiehe in cui il campione e preparato

mediante fissazione per congelamento rapido.

3.7.2.3 Cibi di origine vegetale

Questo gruppo di alimenti & vario, e comprendenéaii grano, pasta, prodotti da forno,
prodotti derivati da amido e/o di proteine vegethilitta e verdura. La consistenza di queste
gamme di alimenti varia da liquidi (succhi di fautt di verdura, birra, vino) a alimenti umidi
(pane, patate al forno, tofu) a prodotti a bassoredi umidita (patatine, pane grattugiato).
Tutti questi prodotti sono derivati da cellule viglie le pareti delle quali sono
costituite da cellulosa, emicellulose, lignina, thee e proteine. | cibi di origine vegetale sono
spesso preparati attraverso la cottura e/o il dangento e possono essere analizzati con

tecniche di microscopia ottica ed elettronica. émtcasto, gli alimenti estrusi sono prodotti
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con un processo complesso in cui si susseguoncteatiperatura, alta pressione e taglio
meccanico. Il prodotto risultante &€ poroso, nonctenpatto ed e difficile da incorporare in
resina e sezionare per microscopia ottica ed efett; pertanto la SEM e la tecnica piu
utilizzata per analizzare questa categoria di alime

Rispetto ai prodotti a base di carne e i lattieeseari, molti alimenti vegetali
contengono poche proteine.

3.8 Evoluzione nell’analisi microscopica degli aliranti
Negli ultimi anni, sono stati compiuti progressgraficativi nell’analisi microscopica delle
strutture alimentari. Questi progressi sono statedninati in parte dallo sviluppo di nuove
tecniche e dalla loro applicazione per la risologiodei problemi tradizionali, inoltre
I'applicazione di analisi d'immagini ha svolto umoto importante e si pone come una
componente essenziale di analisi alimentare qadnat

Due degli sviluppi pitu importanti sono il crescenttilizzo di laser per microscopia
confocale a scansione (AFM) nell'analisi della mstruttura del cibo. Per esempio, 'AFM e
stato utilizzato per studiare la struttura di grassli, e ha fornito la prova convincente per la
presenza di microreti entro tali sostanze. Questtaéo possibile grazie ad una recente
innovazione nella tecnologia AFM, conosciuta coin@ado maschiatura, in cui viene fatto
oscillare il cantilever collegato alla stilo durarla scansione della superficie del campione,
permettendo all’AFM di essere utilizzato con matierlimentari morbidi e idratati. Un altro
esempio € l'uso di CLSM utilizzato ad esempio pediare I'impatto della frittura ad olio su
fettine di patate. La capacita di generare sezattiche non distruttive del campione ha
facilitato l'individuazione della penetrazione d#ib nella crosta, seguito dalle ricostruzioni
tridimensionali che mostravano I'olio intorno atiellule e penetrato nel cibo attraverso spazi

intercellulari, mentre non é stato rilevato allémo delle cellule.
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4. Tecniche di microscopia per lo studio di prodottittici

4.1 Microscopia ottica

La microstruttura dei cibi costituisce un legama livello molecolare e macroscopico e
costituisce un fattore chiave per lo studio deli@ppieta degli alimenti e per il miglioramento
e l'ottimizzazione dei processi alimentari. L'ongaazione strutturale dei componenti chimici
degli alimenti (proteine, carboidrati, grassi, eécyesponsabile della stessa microstruttura,
infatti qualsiasi modifica chimica o enzimatica céreviene nei componenti ha un effetto
sull'organizzazione microstrutturale delle matalimentari e sulla loro funzionalita.

Diverse metodiche possono essere utilizzate peliasaula microstruttura dei cibi e
Perez-Munuera (2008) hanno fornito una panoramealke decniche piu importanti per lo
studio della struttura degli alimenti soprattuttadelli ittici.

Il microscopio ottico (MO), strumento base per tafelisi, € uno strumento molto
versatile che, come gia detto, puo essere impiegaiadiverse metodiche come ad esempio
in campo chiaro, contrasto di fase e contrastorferenziale differenziale, microscopia
polarizzata o microscopia a fluorescenza. L'appi@#e piu utile per studiare la struttura di

cibi a base di pesce € la microscopia in campaahia

4.1.1 Preparazione del campione per MO
Per sottoporre il campione ad anali microscopicattsirale lo stesso deve prima di tutto
essere preparato. | passi standard sono: fissazlmidratazione, inclusione e taglio.

La fissazione serve a preservare il tessuto edeagevimmergendolo in soluzioni
fissative per un tempo idoneo alla penetrazionelideido nel tessuto; la disidratazione
avviene con passaggi successivi in una scala a&eodrescente; linclusione avviene
immergendo il tessuto in paraffina. Quest'ultimadgermette I'orientamento del campione in
un "blocco” di paraffina che pud essere facilmesgeionato utilizzando un microtomo per
produrre sezioni molto sottili. Una volta che leisai semifini sono ottenute vengono adese
Su vetrini portaoggetto e colorate con colorantiedsi (blu di toluidina, sudan, olio rosso,

iodio, verde chiaro, ecc) prima dell’ esame micogpsco.
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4.2 Microscopia elettronica

La microscopia elettronica (EM) consente che laitgtre alimentari siano studiate a
ingrandimenti maggiori rispetto a quelli utilizzati MO. Esistono due tipi di microscopi che
utilizzano fasci di elettroni come fonte di illunaizione: microscopi elettronici a trasmissione
(TEM) e microscopi a scansione elettronica (SEM)emtrambi i metodi, i campioni devono
essere prima preparati.

| passaggi di preparazione dei campioni per |'oszgone TEM sono fissazione
primaria con aldeidi quali glutaraldeide, ancoraggecondario con tetrossido di osmio,
disidratazione in una serie di diluizioni di etam@ concentrazioni crescenti, infiltrazione e
l'inclusione in resina, taglio di sezioni ultragot{5-100 nm) con un ultramicrotomo, e
colorazione delle sezioni ultrasottili con soluzidhmetalli pesanti come citrato di piombo o
acetato di uranile.

I metodo SEM osserva la superficie del campioneingj non c'é bisogno di
sezionarlo. Ci sono due modi di preparazione deipiani per SEM: fissazione chimica e
fissazione fisica.

Nel primo, la procedura di preparazione del campiorevede fissazione chimica (con
aldeidi e tetrossido di osmio, come per TEM), diidzione in una serie di diluizioni di
etanolo a concentrazioni crescenti, essiccazione dd un punto critico, e rivestimento con
un metallo conduttore per SEM imaging o con carbpee x-ray. Quando viene usata la
fissazione fisica, il campione viene congelatozota liquido e poi liofilizzata prima di essere
rivestito e osservato. Negli ultimi anni, notevatogressi sono stati compiuti nel campo della
SEM attraverso tecniche di vetrifica. In Cryo-SEMgcampione viene congelato in azoto
slush e velocemente posto sotto vuoto, raffred@atposto su un microscopio in cui é
fratturato, inciso, rivestito, e osservato, in qaasodo, il campione puo essere osservato con
tutta I'acqua costituente. Oltre gli elettroni setari, emanazioni o altri segnali, quali i raggi
X, elettroni retrodiffusi, e cosi via, possono esggenerati del fascio elettronico che colpisce
il campione. Questi segnali differenti possono essatturati dal rilevatore appropriato in
ciascun caso. In questo modo, gli ioni o le moleqmssono essere identificati e quantificati
in situ utilizzando rivelatori specifici accoppial microscopio elettronico, in tal modo la
microanalisi puo essere effettuata per mezzo diyxdnfine, I'analisi delle immagini si basa
molto sulla tecnologia del computer per ottenemailtati quantitativi di osservazione al

microscopio.
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5. Anatomia muscolare e funzione

L'anatomia del muscolo del pesce ¢é diversa dalitang dei muscoli dei mammiferi terrestri,
infatti, nel pesce manca il sistema tendineo diegalmento tra i fasci muscolari e lo scheletro
dell'animale. Invece, il pesce ha cellule muscabariallele e collegate con guaine di tessuto

connettivo, che sono ancorate allo scheletro epallee. | fasci di cellule muscolari parallele

sono chiamati miotomi (Figura 1).
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Figura 1: Muscolatura scheletrica del pesce (da Karr, 1974)

Tutte le cellule muscolari si stendono lungo tldtédunghezza tra due myocommata, e
corrono parallele alla direzione longitudinale gesce. Le masse muscolari presenti su
ciascun lato del pesce formano il filetto che étitd#o nella parte superiore dal muscolo
dorsale e nella parte inferiore dal muscolo veatrhffiletto € eterogeneo perché la lunghezza
delle cellule muscolari varia dall’estremita detiesta alla coda. Anche il diametro delle
cellule varia, essendo piu largo nella parte vémulal filetta

| myommata corrono in maniera obliqua, quasi cdresta simile a quello di un aratro

perpendicolare all'asse lungo del pesce, dallee @lh colonna vertebrale. Questa struttura
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anatomica € ideale per i movimenti muscolari diflene necessari alla propulsione del pesce
nell'acqua.

Come nei mammiferi, il tessuto muscolare di pesammposto di muscoli striati.
L'unita funzionale, cioé la cellula muscolare, &titaita da sarcoplasma contenente i nuclei,
grani di glicogeno, mitocondri, ecc, e una seriao(fa 1000) di miofibrille. La cellula &
circondata da una guaina di tessuto connettivo ntdia sarcolemma. Le miofibrille
contengono le proteine contrattili, actina e miasiQueste proteine o filamenti sono disposte

alternate facendo apparire il muscolo striatosdhee microscopico (Figura 2)
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Figura 2: Sezione di una cellula mostrante diversstrutture tra cui le miofibrille (da Bell
et al.,1979.

La maggior parte del tessuto muscolare di pesdared, ma, a seconda della specie,
alcuni pesci possono avere una certa quantitassdute muscolare scuro di colore marrone o
rossastro. Il muscolo scuro si trova sotto la pkliego il lato del corpo. La proporzione di
muscolo scuro varia con l'attivita del pesce. Nesqd pelagici, cioe, specie come aringhe e
sgombri che nuotano nelle acque piu o0 meno di roatifino al 48% del peso corporeo puo
essere costituito da muscolo scuro (Loi®70). Nei pesci demersali, vale a dire, le specie
che si nutrono sul fondo e solo periodicamentepsestno, la quantita di muscolo scuro é
molto bassa.
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Ci sono molte differenze nella composizione chindeadue tipi muscolari, tra le piu
notevoli si rilevano piu elevati livelli di lipid@ mioglobina nel muscolo scuro.

Da un punto di vista tecnologico, l'alto contenwatiolipidi del muscolo scuro e
importante poiché e causa di problemi d’irranciditoedel prodotto finale.

Il colore della carne rossastra tipica dei salmeodelle trote di mare non origina dalla
mioglobina, ma e dovuto ad un carotenoide rossastdxantina. La funzione di questo
pigmento non € stata chiaramente stabilita, maa#® spotizzato che il carotenoide possa
giocare un ruolo come antiossidante. Inoltre, tiawglo nel muscolo puo funzionare come un
deposito di pigmento necessario al momento dgieduzione quando il maschio sviluppa
un colore rosso intenso nella pelle. Si vede chiarde che il colore del muscolo svanisce nei
salmonidi al momento della deposizione delle udvaesce non e in grado di sintetizzare
l'astaxantina e la presenza del pigmento dipendedgdall'ingestione attraverso il cibo.
Alcuni salmonidi vivono in acque dove la preda nafeel non contiene molti carotenoidi, ad
esempio, nel Mar Baltico, con il risultato di unla® rosso muscolare meno intenso dei
salmonidi di altre acque. Quest’evidenza puo essensiderata come un'indicazione che la
funzione fisiologica dell’astaxantina puo esserdeivante.

La contrazione muscolare inizia quando un impulBve@so scatena un rilascio di Ca
+ + dal reticolo sarcoplasmatico alle miofibrifl@uando aumenta la concentrazione di Ca + +
nel sito attivo dell'enzima sul filamento miosingnzima ATP-asi viene attivato. Questo
ATP-asi divide I'ATP trovato tra i flamenti di ach e miosina, provocando il rilascio di
energia. La maggior parte di questa energia ézmila come energia contrattile che fa
scorrere i filamenti di actina tra i filamenti dii@sina in modo telescopico, cosi da contrarre
la fibra muscolare. Quando la reazione e invergs (@uando il Ca + + viene pompato, il
contrattile ATP-asi attivita si ferma ed i filamergossono scivolare passivamente), il
muscolo é rilassato.

La fonte di energia per la produzione di ATP nekpulo chiaro € il glicogeno, mentre
il muscolo scuro pud anche usare lipidi. Una défera importante e, inoltre, che il muscolo
scuro contiene piu mitocondri del muscolo chiatwe gli permettono di operare un intenso
metabolismo energetico aerobico con conseguergealiibpne di CO2 e H20O come prodotti
finali. Il muscolo chiaro, generando energia premggmente dal metabolismo anaerobico,
accumula acido lattico che deve essere trasportdtofegato per la successiva

metabolizzazione.
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| modelli metabolici diversi che si trovano nei di@ di muscoli rendono il muscolo
chiaro ottimamente attrezzato per forti contrazimniscolari brevi, mentre il muscolo scuro
progettato per contrazione continua, anche se immwi muscolari non sono cosi forti.

Le funzioni biochimiche e fisiologiche di regola@® che operanm vivo cessano
dopo la morte, e le risorse energetiche dei mustasauriscono. Quando il livello di ATP
raggiunge il minimo, actina e miosina sono si legameversibile, con conseguentigor

mortis.

5.1 Microstruttura
La maggior parte dei prodotti ittici commestibibred derivati dai muscoli scheletrici, che
rappresentano oltre il 50 per cento della masséetoiel corpo di questi animali.

| muscoli scheletrici dei pesci sono composti papili da fibre a contrazione rapida di
colore bianco. L'alta percentuale di fibre bianpkeemette ai pesci di nuotare con improvvisi
movimenti rapidi e conferisce al tessuto edibile silo colore bianco. Queste fibre
metabolizzano principalmente glucosio, uno zuccheemplice rilasciato dal glicogeno
muscolare, per la produzione di energia attravgtimlisi anaerobica (cioé in assenza di
ossigeno). Pertanto, le fibre bianche contengolativamente poca mioglobina, proteina che
lega l'ossigeno e che fornisce il colore rossowsauli in altri animali.

Il muscolo di pesce € composto da miotomi. Essostisposti in cerchi concentrici
che formano le suddivisioni dei muscoli striatidiia 3). Ad ogni suddivisione ci sono
macroscopiche linee di divisione (myocommata celfe). Le cellule muscolari sono corte e
con diametro 0,02-1,0 mm. Esse sono circondatendanembrana detta sarcolemma e da un
sottile strato di tessuto connettivo (endomisio).

Molti endomisi sono collegati al perimisio, che @tiguo alla myocommata (Ofstad
et al.,2006). Le fibre sono sostanzialmente uguali a quiigli animali terrestri in termini di
disposizione dei filamenti spessi e sottili, mastia disposizioni alternate di bande A e |
(Perez-Munuerat al.,2008), ma il contenuto di collagene totale é imfexj poiché I'acqua in

cui il pesce vive presta supporto per il corpo (pdeet al.,1990).
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Figura 3: miotomi disposti in cerchi concentrici cle formano le suddivisioni dei muscoli
striati (da Ofstad et al.,2006).
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6. Differenziazione di pesce fresco e surgelato-osgelato

6.1 Introduzione

L'autenticita del prodotto € un settore di emergenteresse nel campo alimentare. In questo
ambito prodotti come il pesce, dotati di rapidaetéplita, spesso sono sottoposti a pratiche
tecnologiche per estenderne la durata di consemaziluttavia, il pesce congelato di solito
ha un prezzo di mercato molto inferiore a quelleséo, per cui la fraudolenta vendita di
prodotti congelati-scongelati per freschi rapprésema problematica di autenticita di elevato
interesse. Secondo le norme dell’Organizzazionel'’pkmentazione e I'Agricoltura (FAO)
I'etichettatura deve indicare che il pesce é statggelato e non deve essere ricongelato, e
pesci congelati-scongelati devono essere etichetbate precedentemente congelati (FAO
1982; JAS 2000). Queste norme sono state recepiiee@ute requisiti normativi in molti
paesi.

E 'generalmente accettato che il pesce frescoefti f porzioni da esso derivato) e |l
pesce congelato-scongelato sono tipi di prodoti dbvrebbero essere differenziati (Rehbein
et al., 1992). Il pesce fresco €, infatti, inteso comecpeappena pescato o che e stato
raffreddato e conservato per un breve periodo peeatura di refrigerazione prima di essere
acquistato o utilizzato. Per un periodo di stocaaggu lungo € normalmente utilizzato il
congelamento. Tuttavia, mentre la congelazione ficaek nella protezione del tessuto
muscolare del pesce contro il deterioramento miofodgico,ed, in certa misura, chimico, il
suo stato fisico e le sue proprieta organolettiobre vengono totalmente conservate (Udgtin
al., 2004). La percezione del consumatore € inferioguella ottenuta dal pesce fresco e
guesto giustifica il prezzo che realizza. In pmatictn numero considerevole di prodotti
congelati sono scongelati nei negozi,conservatghglccio, e venduti scongelati senza essere
etichettati come tali. Per la tutela del consuneaterper repressione nei confronti della
concorrenza sleale nel commercio e auspicabile coraetta etichettatura dei prodotti
congelati-scongelati.

Il congelamento € uno dei principali processi athente utilizzati per estendere la
durata di conservazione del pesce perché inibiscecréscita microbica e riduce il
deterioramento biochimico e fisico del prodottoahie la conservazione. Ma il congelamento
puo alterare la qualita dei prodotti. | cambiamdigici e chimici nelle proteine che si
verificano durante la conservazione congelata @usare un peggioramento della struttura,
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che ha effetti negativi sulle proprieta funzionalutrizionali e sensoriali del pesce. Inoltre,
l'ossidazione dei lipidi durante lo stoccaggio ago termine puo portare all'insorgenza del
sapore rancido. Tuttavia, quando il congelamerdocdnservazione e lo scongelamento
vengono eseguiti correttamente, le proprieta origdinche del prodotto sono molto simili a

guelle del prodotto fresco.

Molti consumatori non notano i cambiamenti cheesificano nel pesce congelato, ma
preferiscono il pesce fresco nonostante il suo ocqsti elevato. Per questo motivo,
l'autenticazione del pesce fresco € importantellpgnsumatore, perché la sostituzione dei
prodotti congelati, decongelati per freschi si ogunfa come una pratica fraudolente
frequente. Purtroppo, pero, non é facile distinguiea un pesce scongelato e uno fresco,
perché le loro caratteristiche fisiche e chimicbacsmolto simili. Ad oggi humerose forze
sono state impiegate per I'elaborazione di metodgrado di stabilire se un pesce e stato
precedentemente congelato (Dufédsal.,2002). Il controllo di etichettatura e infatti pdske
solo se esistono metodi rapidi e affidabili di igotee che consentono alle autorita di controllo
degli alimenti di distinguere tra il prodotto fresacongelato e scongelato. Di seguito viene

riportata una sintesi dei metodi sviluppati pefeténziare pesce fresco e scongelato

6.2 Esame dell'opacita del cristallino dell'occhio

Il primo metodo utilizzato da Love (Loy&956) per distinguere tra matrice fresca e congelat
consiste nell'analisi della lente dell’occhio. Lente dell'occhio dei pesci e costituita da una
parte centrale detta midollare e da uno stratarestéetto corteccia. La midollare del pesce
fresco e trasparente, ma il congelamento la opaglazve 1956) (Figura 4).  Yoshioka e
Kitamikado (1983) hanno pero evidenziato che nontutte le specie avveniva questo
cambiamento: infatti la midollare di qualche sugjaré su 112) diviene opaca dopo 7 giorni

di conservazione in ghiaccio in un locale freddag@akiet al.,2006).
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Figura 4: Midollare trasparente e opaca di orata fesca (A) e scongelata (B).

6.3 Misurazione della resistenza elettrica

Altra metodica ampiamente utilizzata per valutardreschezza del pesce e la misurazione
della resistenza elettrica (Dufles al.,2002; Sakaguchet al.,1989). Infatti con il progredire
del deterioramento del pece la resistenza elettt@atessuti (pelle, muscolo) diminuisce
costantemente poiché vengono danneggiate le memhreltulari. Inoltre le membrane
vengono distrutte anche durante le procedure di@amento e scongelamento, la resistenza
elettrica del pesce scongelato appare alteratab@eét al.,1992). Per questo scopo possono
essere utilizzati due strumenti: il Torrymeter (K@ 5) e il Fish-Tester. Entrambi hanno scale
di lettura differenti (Torrymeter: 0-16; Fish-Test@-100), ma per entrambi gli strumenti le
letture sono correlate positivamente con la freazaecioé, valori alti indicano I'alta qualita
mentre il pesce scongelato é caratterizzato daivaloni allo zero. Il Torrymeter e stato
utilizzato con successo per differenziare pesachiee congelati-scongelati (Duflet al.,
2002; Okazakiet al., 2003). Duflos et al. (2002) ha valutato I'efficadal Torrymeter per
classificare pesci freschi e congelati-scongeldiizmando tre specie: passera di mare
(Pleuronectes platesgamerlano Kerlangus merlangyse lo sgombro§comber scombrys
confrontando i risultati ottenuti a seguito di celagnento lento e rapido e studiato come il
deterioramento influisce sulle misure. | valori mdd60 misurazioni per i pesci congelati
rapidamente o lentamente erano vicini allo zer@mosstati significativamente inferiori (p
<0.01) rispetto a quelli freschi. Una piu piccola somunque significativa differenza é stata
osservata tra filetti freschi e decongelati (p 40,@&’erano pero differenze tra i valori rilevati
sul lato viscerale e sulla pelle dei filetti. Valohe per filetti freschi erano inferiori a quelli
per pesce fresco intero, mentre i valori dei filetingelati sono risultati superiori rispetto a

tutti quelli dei pesci.
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Lo studio ha rivelato che il Torrymeter e un iratare affidabile per i pesci e non per i
filetti cos’ come riportato anche da uno studiocassivo (Okazaket al., 2003). Tuttavia,
l'inconveniente di utilizzare il Torrymeter &€ cheegto strumento non pud essere applicato su
specie di mare in cui vi sia elevato contenutoale §Rehbeiret al., 1992; Okazaket al.,
2003).

Figura 5: Lettura con il Torrymeter di orata.

6.4 Determinazione del valore di ematocrito ed esasrdegli eritrociti

Entrambi questi metodi si basano sulle modificazidei globuli rossi a seguito di
congelamento e scongelamento. Ovviamente & mdfioildi da applicare su pesci e filetti in
cui vi sono solo minime quantita di sangue o di colisrosso, come ad esempio, filetti di
merluzzo. Il valore di ematocrito & definito conse gdercentuale degli eritrociti rispetto al
volume ematico; &' espresso come percentuale endegto mediante centrifugazione del
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sangue. Il valore di ematocrito di pesci congedabngelati (carpa, occhione, sgombro, tonno
giallo e palamita) & stato determinato pari a zenentre il pesce fresco ha dato valori
compresi tra 21% e 48%, a seconda della freschezila specie (Yoshioket al., 1983;
Uddinet al.,2003).

Yoshioka e Kitamikado (Yoshiokat al.,1988) hanno valutato 'esame microscopico
degli eritrociti per differenziare pesce fresco @ngelato. Hanno prelevato una piccola
quantita di sangue dall'aorta centrale o dorsaféetii € da sgombri, spalmato su un vetrino,
asciugato, colorato con soluzione di Giemsa, e Esdimmicroscopicamente. Inoltre, una
piccola quantita di muscolo rosso superficiale a@astpresa dai campioni e trattati come
descritto sopra. Tutti gli eritrociti erano disttuh campioni congelati e scongelati, mentre
erano intatti in campioni freschi e refrigerati. ktiesso metodo é stato anche applicato con

successo su filetti commerciali (Yamastataal.,2003).

6.5 Metodi enzimatici

Tra le tecniche sviluppate per differenziare tragpe filetti freschi e congelati-scongelati i
saggi enzimatici sono ampiamente studiati. Le tllauscolari e i loro organelli vengono
distrutti dal congelamento e scongelamento (Rehbeial., 1979; Uddinet al., 2004) con
conseguente liberazione degli enzimi (Rehlatial.,1979; Yuaret al.,1988).

Quando il muscolo di pesce fresco viene estratto @ura con soluzione isotonica
(0,25-0,30 M saccarosio), sono rilevabili solo lkasstivita di enzimi lisosomiali e
mitocondriali nella frazione solubile (surnatantk),stesso trattamento applicato a muscoli
congelati-scongelati rileva attivita notevolmentemgntate (Karvineet al.,1982). | metodi
enzimatici hanno inoltre valutato gli enzimi mitociali (3-idrossiacil-CoAdehydrogenase o
HADH (Gottesmanret al.,1983; Fernandeet al.,1999), L-malato-NADP-ossidoreduttasi o
enzima malico (Gouldet al., 1970), aspartato-aminotransferasi (Chatearal., 1977),
ossalacetato transaminasi glutammato (®alél.,1985), AMP deaminasi lipoamide-reduttasi
e 5 ' (Damodaraet al.,1990), lattato deidrogenasi (Rehbeinal.,1979; Damodaraset al.,
1990), citocromo C ossidasi (Karvinest al., 1982; Barbagliet al., 1982), succinato
deidrogenasi (Frigeri@t al., 1980), fumarasi e glutammato deidrogenasi (Rehkeial.,
1979), L-malato-deidrogenasi (Sadft al., 1986), enzimi estratti da cellule del sangul-
acetilglucosaminidasi (Yuaet al.,1988; Kitamikadcet al.,1988) e gli enzimi lisosomialif
glucosidasi €3-N-acetilglucosaminidasi (Rehbegt al., 1978; Rehbeiret al., 1992; Nilsson
et al.,1993), acido fosfatasi (Rehbeat al.,1978; Rehbeiret al., 1979), 3-galattosidasi §-
glucuronidasi (Rehbeist al.,1979). Il congelamento provoca la perdita di talzieni negli
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essudati e quindi un aumento dell'attivitd enziozatiel tessuto che pud essere misurata. |
migliori risultati sono ottenuti mediante saggi wpEotometrici pera-glucosidasi, f-N-
acetilglucosaminidasi, e HADH, da saggi fluorim&trper B-N-acetilglucosaminidasi di
sangue, e da misurazioni elettroforetiche di gluteto ossalacetato transaminasi e enzima
malico. Il vantaggio dei metodi enzimatici risiedle fatto che essi sono applicabili a filetti e
pesci.

Da queste numerose tecniche enzimatiche, Dufloal.e(Duflos et al., 2002) ha
rivalutato tre saggi enzimatici selezionati-glucosidasi, B-N-acetilglucosaminidasi, e
HADH) per classificare pesci e filetti freschi engelati-scongelati. Tre specie sono state
utilizzate nello studio: la passera di make platessg il. merlano M. merlangu} e lo
sgombro (Sscombruy Un lotto omogeneo di ciascuna specie e statsargato a 0°C in
ghiaccio o a -20°C con congelamento lento o comgetdo rapido in una cella. Tutti i
campioni sono stati analizzati dopo 24 ore a teatpeat di congelamento. L'effetto specie é
abbastanza notevole, ed é stato difficile definirevalore di cut-off per ciascuna specie.

Il test della B-N-acetilglucosaminidasi non e risultato utile pemratterizzare |l
processo di congelamento, in quanto la differenzatato insufficiente per distinguere
inequivocabilmente tra i campioni freschi e conggedaongelati. In tutte e tre le specie questo
enzima sembra poco adatto per stabilire lo stabmaservazione.

L’attivita HADH in tutte e tre le specie differiveostanzialmente tra pesce fresco e
surgelato (test t di Student, p <0,05). Le deviazgiandard pero, erano grandi, soprattutto
per i pesci congelati. L’ analisi dei risultati plhssera é stato facilitata da valori molto bassi
riscontrati per i campioni freschi. Di queste atéivenzimatiche, quella del HADH e d-

glucosidasi erano indicativi per I'identificaziodel pesce congelato.

6.6 Analisi spettroscopica
La spettroscopia € un potentissimo metodo di imdadella struttura della materia che si basa
sull' analisi della scomposizione della luce dastmeemessa nelle sue lunghezze d' onda
fondamentali.La scomposizione della luce nelle herge d'onda componenti, ottenuta col
passaggio attraverso un elemento dispersivo qualprisma o un reticolo di diffrazione,
costituisce lo spettro, ovvero I' impronta digitalella sorgente luminosa, che ne identifica
inequivocabilmente la natura chimica e le condizitsiche in cui si trova

| recenti sviluppi delle tecniche spettroscopichest che queste tecniche vengano
impiegate anche per differenziare pesci freschomgelati-scongelati (Foucat al., 2001;

Uddin et al., 2008). La spettroscopia a fluouorescenza Front-Garebinata con strumenti
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chemiometrici € stata indagata (Karetial.,2006) come una tecnica rapida per differenziare
pesce fresco da quello congelato-scongelato. Ba@mpioni congelati, scongelati, sono state
indagate due velocita di congelamento e scongelm(@aloce e lento). Sui campioni sono
stati valutati gli spettri di emissione di triptofa (eccitazione: 290 nm, emissione: 305-400
nm) e nicotinammide adenin dinucleotide (NADH) (eone: 340 nm, emissione: 360-570
nm). Gli spettri di NADH hanno dato buoni risultali discriminazione tra pesci freschi e
congelati-scongelati rispetto a quelli degli spettirtriptofano. Gli spettri di NADH possono
essere considerati come una sonda promettentea pdifférenziazione affidabile tra pesce

congelato-scongelato.

6.7 La risonanza magnetica nucleare (NMR)

La Risonanza Magnetica Nucleare (RMN o, raramdRit\), in inglese Nuclear Magnetic
Resonance (NMR), e una tecnica di indagine sullgnsebasata sulla misura della
precessione dello spin di protoni o di altri nucletati di momento magnetico quando sono
sottoposti ad un campo magnetico.

Si é studiata la risonanza magnetica nucleare (NM&hbinata con lo studio
istologico (Foucatt al., 2001). | risultati riportati in questo studio handimnostrato che la
risonanza magnetica per immagini (MRI) fornisceurazioni dei parametri che sono sempre
affidabili e riproducibili inoltre che le variazionlei parametri NMR sono in accordo con le
osservazioni istologiche e consentono la caratazibne dei cambiamenti strutturali nel
tessuto indotto dal processo di congelamento. tmida NMR ha dimostrato che la maggior
parte dei danni si verificano al momento del coagnto.

6.8 Microscopia NIR

La spettroscopia NIR € una metodica analitica pio tfisico basata sull’assorbimento di
radiazioni elettromagnetiche caratterizzate nedlaazdel vicino infrarosso da numeri d’'onda
tra 12800 e 4000 cm-1 (780-2500 nm). Il segnalditamtache si ottiene dipende dalle
proprieta chimico-fisiche del campione che duraFa@alisi viene colpito da radiazioni
incidenti, le quali possono essere assorbite, itegeasmesse ed in parte riflesse. Lo spettro
ottenuto, ponendo [lintensita dell’'assorbimento fonzione dei numeri donda, €
caratterizzato da picchi riferibili a gruppi funnali specifici presenti nel campione. Ne risulta
che la spettroscopia NIR €& una tecnica analitichkoadficace per determinare in tempi ridotti

e in modo simultaneo numerose proprieta dei prodott
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Le tecniche fino ad ora passate in rassegna pemaetli differenziare pesci freschi e
congelati-scongelati. Tuttavia la maggior parteyaesti metodi possiedono delle limitazioni
di impiego pratico sia in termini di tempo sia geraistruggono la matrice in analisi
Ne consegue che esiste la necessita di un metagsiahn grado di differenziare tra pesci
freschi e congelati-scongelati rapido affidabilehe non sia distruttivo.

II NIR, nel settore di frutti di mare, € ampiamenisato come tecnica rapida per
I'analisi quantitativa e qualitativa (Lit al.,2006; Uddinet al.,2006). La spettroscopia NIR
si e affermata negli ultimi dieci anni come uno ldsggumenti piu importanti della moderna
analisi industriale, in particolare perché produtsltati in tempo reale e perché & non
distruttiva (Uddinet al.,2007).

Uddin et al. (2005) ha proposto la spettroscopi® er indagare lo stato di
conservazione del pesce. Tuttavia per una corcissificazione € necessario che il numero
di campioni appartenenti ad un gruppo deve esteia possibile simili al secondo secondo
ed inoltre che i gruppi siano il piu diversi poskbll congelamento-scongelamento comporta
una variazione lorda dell'assorbanza dovuta prdslm@nte da alterazioni che si verificano
nella struttura fisica dello strato superficialé pesce (Uddiret al.,2005). Inoltre dall’analisi
si evidenzia che i campioni congelati-scongelatiftauna struttura piu compatta, cioe i punti
di dati sono piu vicini tra loro, mentre nei campifreschi, il gruppo non e cosi ben definito.

Un altro vantaggio € che tutti i risultati pertiie possono essere visualizzati

graficamente consentendo di documentare i datifspec

6.9 Considerazioni

Per distinguere tra pesce fresco e congelato-staingeono state sopra ricordate varie
metodiche tra cui la misura delle proprieta elehiei dei tessuti, I'ispezione del cristallino
dell'occhio, la valutazione dell’ integrita dei gldi rossi mediante microscopia, o la stima del
valore di ematocrito. In pratica, pero tutti quesgtodi proposti non possono essere applicati
a quelle specie di pesci o ai filetti senza sangustallino dell'occhio o pelle. Nel caso in cui
vi sia il pesce intero tali tecniche risultano @#fibili e alcune sono rapide, tuttavia, se i pesci
vengono conservati in frigorifero per un tempo piago queste tecniche potrebbero non
essere affidabile per tutte le specie. Per diffaer i filetti uno dei metodi enzimatici
proposti puo essere utilizzato tenendo perd presemt I'enzima che da i migliori risultati

dipende in qualche misura dalla specie in esame.
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D'altra parte, considerando la natura non invasivan distruttiva della spettroscopia
NIR, la sua velocita e la robustezza degli struindisponibili in commercio oggi, si puo

prevedere che gli inconvenienti ancora presentapob essere presto superati.
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7. Scopo del lavoro

Lo scopo di questo studio € quello di valutare tesfazioni del metodo istologico per

distinguere tra pesce fresco e congelato-scongdPap ottenere questo risultato sono stati
allestiti due esperimenti, il primo volto ad indiviare le prestazioni del metodo in termini di
accuratezza e precisione, il secondo per valutareparametri ottenuti fossero applicabili

all'enorme varieta di specie di pesci presenti @ammercio. Gli esperimenti sono inoltre

serviti per valutare il suo potenziale utilizzodonformita con i requisiti del Regolamento CE
n 882/2004 sui controlli ufficiali dei prodotti alentari e mangimi.

Un terzo esperimento € stato allestito successmsamper valutare I'applicabilita del
metodo quale strumento di vigilanza nel settorenafitare. L’obiettivo del terzo studio e
valutare se esistano differenze nella tipologidedalterazioni istologiche da congelamento
qualora il prodotto ittico da consumarsi crudo nsuabisca il processo completo di

abbattimento termico richiesto dalla legislazione.
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8. Materiali e Metodi

8.1 Primo esperimento

8.1.1 Disegno dell'esperimento

Il primo esperimento € stato allestito per tesfa@iminarmente le prestazioni del metodo
istologico nella distinzione tra pesce fresco egetato-scongelato. Le prestazioni del metodo

sono state valutate in termini di accuratezzaprdaisione.

8.1.2 Campionamentio ed analisi istologica

Essendo il nostro mercato ricco di numerose spdcigesci si € deciso di lavorare
inizialmente su tre delle specie maggiormente prtesel mercato e procedendo alla scelta si
sono individuate tre specie che differissero ancbka composizione lipica. La scelta e
ricaduta su: trigliaNullus barbatu} pesce ad elevato tenore lipidico; orépdrus auratus
pesce a medio tenore lipidico; e pesce spXdzhias gladiu} pesce a basso tenore lipidico;
sono state presi in considerazioni pesci di dinmmstommerciali. Esemplari di ciascuna
specie prescelta, pescati nel Mar Ligure, sona sgahpionati in mercati ittici locali nelle
province di La Spezia e Imperia; per ciascuna gps@no stati campionati 71 esemplari.

Per ciascun esemplare si € proceduto alla sudainsin due parti, una posta in ambiente
refrigerato la seconda posta a -20°C e poi scotayald°C per 12 h.

Dalla porzione di pesce posta a temperatura digeghzione si sono ottenuti tre
campioni a cui € stato assegnato il medesimo numeiascuno e stato posto in formalina;
dalla porzione di pesce congelato a seguito detbogelamento di 12 ore si sono ottenuti altri
3 campioni anch’essi identificati e posti in folma. Al termine della preparazione si sono
ottenuti per ciascuna specie 71 campioni prepatatimatrice fresca e 71 da matrice
decongelata da inviare a tre differenti laboradlorstopatologia.

All'arrivo presso i laboratori i tessuti fissati formalina sono stati processati secondo
le procedure standard di ciascun laboratorio, quinclusi in paraffina e tagliati ad uno
spessore di 3+/-2 um. | preparati istologici aitesbno stati colorati con Ematossilina Eosina
ed analizzati in cieco da tre diversi istopatologio per laboratorio.

| campioni sono stati identificati e classificatbme positivi (congelati-scongelati) se
presentavano spazi otticamente vuoti all'internb ait®plasma delle cellule muscolari cosi

come gia precedentemente descritto (Nott 1999) presentavano spazi a bordo regolare
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riempiti con materiale amorfo eosinofilico seconldoindicazioni riportate nella SOP che

accompagnava i campioni.

8.1.3 Analisi statistica
| risultati di tutte le letture di ciascun istoplatgo sono stati inseriti in un database e poi
analizzati utilizzando STATA 10.1 (StataCorp, Cg#eStation, TX, USA

La dimensione del campione (n = 142 campioni: @8itivi + 71 negativi) e stata
calcolata come descritto da Fleiss, (2003) penette una sensibilita e specificita prevista di
0,9 e un errore massimo accettato intorno al vaddieso di 0,1. Specificamente, abbiamo
voluto valutare la sensibilita (e specificita) deétodo, assumendo una sensibilita prevista (e
specificita) pari a 0,9 e un intervallo di confi@gar®5% non piu largo di 0,10 * 2 = 0,20.

La sensibilita e specificita del metodo sono sséiteate confrontando i risultati istologici con
il gold standard, cioeé, pesce fresco o congelabmwgelato secondo la procedura descritta
(Altmanet al.,1991; Fleisst al.,2003)..

La precisione € stata determinata misurando latcara i risultati ottenuti da tre
diversi patologi di tre laboratori diversi di isetplogia calcolando la k di Cohen per ogni
coppia di laboratori e per tutti e tre i laborat@litman et al., 1991; Fleisset al., 2003;
Shoukriet al.,2004)..
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8.2 Secondo esperimento

8.2.1 Disegno dell'esperimento

Il secondo esperimento € stato allestito per vedusa i criteri diagnostici applicati nel primo
esperimento potessero essere estesi ad altre reersggecie ittiche, nonché per verificare se
il metodo fosse idoneo anche per verificare I'auterabbattimento termico (congelamento a
-20°C per 24 h) obbligatorio ogni qualvolta si viagservire del pesce crudo per prevenire

I'anisakiasi umana.

8.2.2 Campionamento ed analisi istologica
A tal fine abbiamo analizzato 113 campioni compesmd35 diverse specie di pesci del Mar
Ligure, diversi per composizione di proteine e rdissi.

A questo scopo, 3 fette dello spessore di 0,5@mo state campionate da tutti i pesci:
la prima fetta & stata immediatamente fissata im#&tina tamponata, la seconda e la terza
sono state rispettivamente congelate a -20°C fér@ a -80°C per 24 h, e successivamente,
sono state scongelate a +4°C e fissate in formalina

Ogni campione € stato processato ed incluso sedenprocedure eseguite nel primo
esperimento. | preparati sono stati quindi esaminamodo indipendente da tre patologi e

utilizzando | medesimi criteri del primo esperinent

8.2.3 Analisi statistica
| risultati di tutte le letture di ciascun istoplatgo sono stati inseriti in un database e poi
analizzati utilizzando STATA 10.1 (StataCorp, Cg#eStation, TX, USA

La numerosita minima del campione da analizzaséata fissata in 101 e calcolata,
come descritto da Shoukri, (2004), con un kappaigie di 0,75, e la precisione assoluta
impostata a 0,15. La dimensione del campione @& stamentata a 113 per evitare che la
perdita di campioni potesse inficiare i risultati.

La sensibilita e specificita del metodo sono ststimate confrontando i risultati
istologici con il gold standard, cio€, pesce fresamngelato-scongelato secondo la procedura
descritta (Altmanet al., 1991; Fleisset al., 2003). La precisione e stata determinata
misurando l'accordo tra i risultati ottenuti da theersi patologi e calcolando la k di Cohen
per ogni coppia di esperti (Altmaat al.,1991; Fleis®t al.,2003; Shoukret al.,2004).
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8.3 Terzo esperimento

8.3.1 Disegno dell'esperimento

L’obiettivo del terzo studio e valutare se esistalifterenze nella tipologia delle alterazioni
istologiche da congelamento qualora il prodottattda consumarsi crudo non subisca il

processo completo di abbattimento termico richiésita legislazione.

8.3.2 Campionamento

Lo studio ha previsto il prelievo di circa 10 campidi muscolo, distribuiti tra pesci a carne
rossa e pesci a carne bianca, e piu precisamemglatite Sarda sard® 2 tonni alalunga
(Thunnus alalunga 2 salmoni $almo sala), 1 tonnetto alletteratde(ithynnus alletteratys
ed 1 rombo chiodatd’Eetta maximpg

Su tutti i campioni sono state previste le analisietizzate nella Tabella 1.
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Tabella 1: Campioni analizzati per singola tipologia di esame.

In tabella la tipologia di analisi e riportata &titamente. Si fa inoltre riferimento al
quantitativo in g richiesto per ciascuna analiaila tipologia di campione analizzato (fresco,
congelato o entrambe le tipologie).

*. si fa riferimento a 24 h esatte per 'esamel@@o, per gli altri esami il numero di ore puo
essere maggiore di 24 h.

** il quantitativo e direttamente proporzionaldeadimensioni del pesce intero, si faccia
riferimento anche al liquido di scongelamento e solo al tessuto muscolare.

***: |a ricerca e quantificazione dell’istamina é\anuta solo nelle specie considerate piu a

rischio, quali tonno, palamita, tonnetto.

guantita )
Tipologia campioni campioni arrivo | congelato| congelato
dell’analisi previsti effettuati tot. (fresco)| 12h 24h

/analisi
istologica 8 8 120 g 409 40 g 40 g
microbiologica 8 8 200g 100 g - 100 g
Norovirus 4 10 5049 - - 50¢g

100- 100-400

mercurio 5 8 - - -

4009 g
istamina 5 7" 50 g - - 50 g
identificazione di secondo

] . 2 10 g - - 10 g

specije necessita

8.3.3 Esame istologico

Da ciascun esemplare sono stati prelevati tre cammi muscolo di circa 40 g di peso,
ognuno dei campioni rispondeva ad una delle trerdes condizioni richieste dallo studio (si
consideri che per abbattimento termico/congelamshniitende una temperatura di °€0+/-
2°C):
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1. 0 hdi abbattimento termico, quindi all’arrivo gebdotto dichiarato fresco;

2. 12 h di abbattimento termico;

3. 24 h di abbattimento termico.
Dopo fissazione in formaldeide al 4% neutra (tangpancon fosfati 0,05 M) sono state
ottenute 4 sezioni da ogni singolo campione cheo ssiate posizionate in biocassette. I
contenuto di ciascuna biocassetta € stato quildiessato ed incluso in paraffina. Si e quindi
proceduto, dopo il taglio al microtomo e alla calhipne in Ematossilina ed Eosina,
all'analisi microscopica dei preparati.

Ciascun preparato é stato analizzato secondo téricrilerivanti dai primi due
esperimenti. | campioni a 0 h di abbattimento teorsono stati analizzati per stabilire se la
freschezza dichiarata all'arrivo del pesce presseiicizio commerciale fosse reale o fittizia;
mentre per le sezioni ottenute dai campioni sogb@12 e 24 ore di abbattimento termico si
e approfondita I'analisi andando a classificarealterazioni in microvacuoli (grandi meno
della meta della fibrocellula muscolare) e macroedic(grandezza maggiore di meta della
fibrocellula muscolare). Inoltre e stato attribudociascun preparato istologico un grading
della distribuzione sia dei macro che dei microwdicin tre classi: rari (focali), sparsi
(multifocali), diffusi.

| dati raccolti sono stati analizzati in modo désgo, valutando la presenza di
campioni dichiarati freschi che presentavano invatterazioni tipiche del congelamento
all'esame istologico e descrivendo la distribuziaie@ microvacuoli e macrovacuoli nei

campioni esaminati, per poi stimare i quadri dirdsizione piu frequenti.

8.3.4 Analisi statistica

| dati ottenuti sono stati analizzati applicandormodello di regressione gerarchico in modo
da verificare se, sulla base della caratterizzazidelle alterazioni istologiche, emergono
differenze statisticamente significative tra muscdl pesce sottoposti a periodi di
congelamento diversi (24 h e 12 h).

8.3.5 Analisi batteriologiche

Per le analisi microbiologiche sono stati prelevagr ciascun pesce campionato, due porzioni
di circa 100 g di muscolo, in modo da verificarparametri microbiologici nelle seguenti
condizioni:

- Campione fresco, senza abbattimento termico;
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- Campione congelato, dopo 24h di abbattimento termg& conseguente
decongelamento in modo da riprodurre le condizionicui il pesce viene
consumato crudo.

Le analisi effettuate su entrambi i tipi di campéquer ciascun pesce sono state le seguenti:
Escherichia colpB-glucuronidasi positivo (ISO 16649-2:2001);

Carica mesofila totale a 3QSO 4833:2003);

Stafilococchi coagulasi positivi (ISO 6888-2/Am@Q03);

Salmonellaspp (ISO 6579: 2002/Corr. 1:2004 );

Vibrio parahaemolyticug Vibrio cholerag(ISO/TS 21872-1:2007).

8.3.6 Analisi virologiche

E stata effettuata in parallelo la ricerca di Nanas con I'utilizzo di una metodica pcr-real
time fornita dal Laboratorio Nazionale di Riferimen(Istituto Superiore di Sanita). Il
quantitativo di matrice richiesto da ciascuna anaifettuata e stato di circa 50 g. La ricerca

di Norovirus in uno dei campioni e attualmente anso.

8.3.7 Analisi chimiche:
Per la ricerca dei residui di mercurio é statoia#dto un campione congelato di muscolo
variabile dai 100 g ai 400 g a seconda delle dimenslel pesce. E’ stata utilizzata una
metodica interna accreditata, Thermal Decomposi#analgamation Atomic Adsorption
Spectroscopy (TDA-AAS).

La ricerca dell'amina vasoattiva istamina € aviargu un campione di circa 50 g.
Tale esame e stato effettuato sulle specie tgugetn totale di sette analisi (2 tonni alalunga,
4 palamite, 1 tonnetto alletterato) una delle géakncora in corso. La metodica interna
utilizzata, HPLC/DAD, é accreditata.

8.3.8 Identificazione di specie

E’ stata effettuata I'identificazione biomolecolatiespecie per 2 pesci (un rombo chiodato e
una palamita) che al momento del campionamenteptavano caratteristiche morfologiche
tali da rendere dubbia la veridicita dell’etichetta metodica, validata e accreditata, sfrutta la
tecnica FINS (Forensically Informative NucleotideegBencing) che combina Il
sequenziamento dei marcatori genetidb e/o COIl caratteristici per ciascuna specie animale

e l'analisi filogenetica.
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9. Risultati

9.1 Primo esperimento
La distribuzione delle alterazioni nei campionipparsa abbastanza omogenea.

| risultati delle letture dei preparati del primo esmento sono riportati nelle Tabelle
2 e 3. Talirisultati sono stati utilizzati perwiare I'accuratezza (sensibilita; specificitage |
precisione (riproducibilita) del metodo. Valori nmlelevati di sensibilita (Sensibilita media:
97.63% (95% CIl 91.14 - 99.45) e specificita (Speit# media: 98.44% (95% CI 92.43-
99.69) sono stati ottenuti dall’analisi dei ristilidei tre patologi appartenenti ai tre laboratori,
sebbene la perfetta prestazione diagnostica ntata@raggiunta per tutti i campioni Biullus
barbatus Dall’analisi dei risultati la riproducibilita deietodo tra i laboratori é risultata
buona, infatti il limite inferiore dell'intervalldi confidenza al 95% per la kappa di Cohen e
stato superiore a 0,6 in tutti i confronti tra bdaatori ed il valore di Kappa-combined e stato
di 0.93 con 1C95%:0.87 — 0.98.

Aspetti microscopiche delle fibre muscolari delte specie (positivo e negativo)

incluse nel primo esperimento sono illustrati nEligura 6.

a7



Tab. 2. ACCURATEZZA DEL METODO NEL DISTINGUERE TRA PESCE FRESCO E PESCE CONGELATO-SCONGELATO.
Sensibilita §¢ e Specificita $9 con 95% di intervallo di confidenza (95% CI).

Lab 1 Lab 2 Lab 3 Lab 1 Lab 2 Lab 3 Lab 1 Lab 2 Lab3

Sparus Sparus Sparus Mullus Mullus Mullus Xiphias Xiphias Xiphias

aurata aurata aurata barbatus barbatus barbatus gladius gladius gladius
Scongelato | 71 0 71 | 0 68 3| 66 4 66 4 67 3 70 1 71 71 0
Fresco 0 71 0 71 | O 71 1 71 3 69 2 69 4 6 0 1 0 7]
Se% 100 100 95.8 94.3 94.3 95.7 98.6 100 100
(95% ClI) (94.9-100) | (94.9-100)| (88.1-99.1) | (86.0-98.4) | (86.0-98.4) | (88.0-99.1)| (92.4-100) | (94.9-100) | (94.9-100)
Sp 100 100 100 98.6 95.8 97.2 94.4 100 100
(95% ClI) (94.9-100) | (94.9-100)| (94.9-100) (92.5-100) | (88.3-99.1) | (90.2-99.7)| (86.2-98.4)| (94.9-100) | (94.9-100)

Sensibilita media: 97.63% (95% CI1 91.14 - 99.45)

Specificita media: 98.44% (95% Cl 92.43- 99.69)
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Tab 3. PRECISIONE DEL METODO NEL DISTINGUERE TRA PE SCE FRESCO E

PESCE CONGELATO-SCONGELATO

Kappa di Cohen con 95% di intervallo di confide®z4¢ Cl).

Sparus aurata Lab 2 Lab 3
Lab 1| 1.00(0.84-1) 0.96 0.79-1)
Lab 2 0.96 (0.79-1)
Kappa-combined = 0.97 (0.88-1)
Mullus barbatus Lab 2 Lab 3
Lab1| 0.86 (0.69-1) 0.89 (0.72-1)
Lab 2 0.83 (0.66-0.99)
Kappa-combined = 0.86 (0.76-0.95)
Xiphias gladius Lab 2 Lab 3
Lab1| 0.93(0.77-1) 0.93 (0.77-1)
Lab 2 1.00 (0.84-1)

Kappa-combined = 0.95 (0.86-1)

Kappa-combined (95% CI) 0.93 (0.87 — 0.98)
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Figura 6: Quadri microscopici caratteristici di pesci decongelati (positivi) e freschi
(negativi) di tre diverse specie. (A)Sparus auratus negativo; (B) Sparus auratus
positivo; (C) Xiphias gladius negativo; (D) Xiphias gladius positivo; (E) Mullus barbatus

negativo; (F)Mullus barbatus positivo.
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9.2 Secondo esperimento
La distribuzione delle alterazioni nei campionipparsa abbastanza omogenea. Le alterazioni
correlate con il congelamento sono state meno gitaguelle osservate nei campioni del
primo esperimento, che erano stati congelati pgraiodo piu lungo.

In questo esperimento alcuni campioni non poteessere classificati come positivo
0 negativo seguendo le indicazioni della SOP aaausisultati microscopici non specifici.
Per tali casi é stata creata una nuova categdii@tdenon-conclusivi (NC).

| risultati di accuratezza e precisione del metottenuti nel secondo esperimento
sono riportati nelle Tabelle 4 e 5.

La sensibilita e la precisione sono state caiattete da valori elevati (Sensibilita
media 94.57% (95% CI 87.62% -98.11%); Specificigdia 97.53% (95% CI 83.39% -
99.70%)), mentre la riproducibilita e risultatagegmente inferiore rispetto a quella ottenuta

nella prima valutazione (Kappa-combined 0.66 (969%9.57 — 0.75)).
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Tab 4. ACCURATEZZA DEL METODO NEL DISTINGUERE
TRA PESCE FRESCO E PESCE CONGELATO-SCONGELATO.

Sensibilita §¢ e Specificita $9 con 95% di intervallo di confidenza

(95% ClI).
Gold

Esperto 1 Esperto 2 Esperto 3
standard

Pos Neg Pos Neg Pos Neg
Scongelato 82 4 78 8 84 2
Fresco 0 27 0 27 2 25
Se% 95.4 90.7 97.7
(95% CI) (88.5-98.7) (82.5-95.9) (91.9-99.7)
Sp¥ 100 100 92.6
(95%CI) (87.2-100) (87.2-100) (75.7-99.1)

Sensibilita media 94.57% (95% CI 87.62% -98.11%)
Specificita media 97.53% (95% CI 83.39% - 99.70%)
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Tab 5. PRECISIONE DEL METODO NEL DISTINGUERE TRA P ESCE FRESCO E

PESCE CONGELATO-SCONGELATO
Kappa di Cohen con 95% di intervallo di confidef@a% ClI)

Esperto 2
Scongelato Fresco NC
Scongelatg 69 7 2
Esperto 1 Fresco 2 28 1
NC 4 0 0
Cohen's kappa = 0.69 (0.52 — 0.86)
Esperto 3
Scongelato Fresco NC
Scongelatg 67 1 10
Esperto 1
Fresco 4 26 1
NC 3 0 1
Cohen's kappa = 0.65 (0.50 — 0.80)
Esperto 3
Scongelato Fresco NC
Scongelatg 66 0 9
Esperto 2 Fresco 5 27 3
NC 3 0 0
kappa di Cohen = 0.64 (0.49 — 0.79)

Kappa-combined (95% CI) 0.66 (0.57 — 0.75) ; NG nonclusivo




9.3 Terzo esperimento
9.3.1 Esame istologico
Nove pesci pervenuti come freschi sono risultali #i’esame istologico, ovvero non
presentavano né microvacuoli né macrovacuoli. Unptane di tonno alalunga e risultato
all'esame istologico gia congelato al momento dellmsegna, & stato quindi escluso da
ulteriori valutazioni. Il giudizio per i nove cangmi conformi era unitario per cluster di
preparati istologici nelle stesse condizioni ditttilnento sperimentale (congelati e non)
ovvero in ciascun gruppo di 4 preparati istologiicpesce fresco non erano presenti vacuoli o
alterazioni ambigue, al contrario in seguito a @amento per 12 e 24 h erano sempre
presenti microvacuoli e macrovacuoli o almeno ueicddie tipi di alterazioni.

Le valutazioni della presenza e della distribugiodei microvacuoli e dei
macrovacuoli, a seconda del numero di ore di camgehto della massa muscolare, sono

sintetizzate nelle Tabelle 6 e 7 e rappresentaticgmenti nella Figura 7 e nella Figura 8.
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Tabella 6: Conteggio sommatorio della distribuzionedei microvacuoli nei preparati

istologici esaminati.

MICROVACUOLI

DISTRIBUZIONE

12 h abbattimento termico

24 h abbatimento termico

Disseminati 17 11
Multifocali 17 21
Focali 2 4

TOT 36 36

Tabella 7: Conteggio sommatorio della distribuzionedei macrovacuoli nei preparati

istologici esaminati.

MACROVACUOLI
DISTRIBUZIONE |12 h abbattimento termico | 24 h abbatimento termico
Disseminati 10 14
Multifocali 22 13
Focali 4 7
Assenza 0 2
TOT 36 36
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Figura 7. Rappresentazione grafica delle alterazianrilevate (asse Y) al variare del

tempo di congelamento (asse X).

In azzurro sono rappresentati i microvacuoli, in resso i macrovacuoli.

La dimensione dei cerchi e dei triangoli rappreserano il numero di sezioni esaminate.
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Figura 8: Quadri microscopici caratteristici di macro (A) e micro vacuoli (B)
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9.3.2 Analisi batteriologiche

In tutti i campioni analizzati non si € mai rilesdt presenza di germi patogeni. Il conteggio
di Escherichia colie stafilococchi coagulasi positivi si € sempre teaunto al di sotto del
LOD del metodo utilizzato e il conteggio della carbatterica totale ha evidenziato livelli di

contaminazione accettabili. | risultati sono riagsnelle tabelle 8 e 9.
9.3.3 Analisi virologiche

In nessuno dei campioni analizzati, inoltre, eastidenziata la presenza di Norovirus. |

risultati sono riassunti nelle tabelle 8 e 9.
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Tabella 8: Risultati delle analisi microbiologichedei campioni freschi;

*: tali campioni non sono stati esaminati a causgpdelievo di matrice insufficiente.

CAMPIONI FRESCHI

CMT30( E.Coli Stafilococchi o _
SPECIE Salmonella Vibrio patogeni

UFC/g) (UFC/g) (UFC/g)
Salmone 490.000 <10 Neg in 250 <100 Neg in 259
Palamita 9.000 <10 Neg in 25¢g <100 Neg in 25¢
Salmone 620.000 <10 Neg in 250 <100 Neg in 25¢
Tonno

17.000 <10 Neg in 259 <100 Neg in 259
alalunga*
Tonnetto 12.000 <10 Neg in 25¢ <100 Neg in 25¢
Palamita <400 <10 Neg in 25¢ <100 Neg in 25¢
Tonno

k% k% k% k% k%

alalunga
Palamita _x*k _*% _k% _x% _kk
Palamita 120.000 <10 Neg in 25¢ <100 Neg in 25¢
Rombo 250.000 <10 Neg in 25¢g <400 Neg in 25¢
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Tabella 9: Risultati delle analisi microbiologichedei campioni congelati:

*: tali campioni non sono stati esaminati a causlgpdelievo di matrice insufficiente.

CAMPIONI FRESCHI

CMT30 | E. coli Stafilococchi | Vibrio
SPECIE Salmonella

(UFC/g) | (UFClg) (UFC/g) patogeni
Salmone 150.00( <10 Neg in 259 <100 Neg in P59
Palamita 16.000 <10 Neg in 259 <100 Neg in 259
Salmone 71.000 <10 Neg in 25g <100 Neg in 259
Tonno alalunga¥ <4..000 <10 Neg in 25¢ <100 Neg in 2bg
Tonnetto 62.000 <10 Neg in 259 <100 Neg in 259
Palamita 13.000 <10 Neg in 259 <100 Neg in 259
Tonno alalunga -* -* -* -* =¥
Palamita * * * * *
Palamita 18.000 <10 Neg in 259 <100 Neg in 259
Rombo 13.000 <10 Neg in 259 <400 Neg in 259




9.3.4 Analisi chimiche
La quantificazione del mercurio ha prodotto unltego non conforme, relativo ad un tonnetto
alletterato, per il quale il valore era di 2,7 mg/&ll'interno del campione di massa muscolare
di circa 300 g analizzato. | risultati sono sirgedti in Tabella 10.

Per quanto riguarda l'istamina, da nessuno d& sempioni analizzati € stata rilevata

tale amina a valori sensibili.

Tabella 10: Quantificazione del mercurio totale necampioni analizzati;
*: tali campioni non sono stati esaminati a causigpdelievo di matrice insufficiente;
**: risultato non conforme, superiore ai limiti ptisti dalla legge.

Specie Mercurio (mg/kg)
Salmone non quantificabile
Palamita 0,58
Salmone -*

Tonno alalunga 0,89
Tonnetto alletterato 2,7**
Palamita 0,28
Tonno alalunga 0,31
Palamita 0,33
Palamita 0,85
Rombo non quantificabile

61



9.3.5ldentificazione di specie
| due pesci analizzati sono risultati conformi & che riguardava la specie riportata in
etichetta, ovvero si trattava di un esemplare dibo chiodato Psetta maximae uno di

palamita Sarda sarda
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10. Discussione e conclusioni

L’analisi microscopica degli alimenti cosi come Bpealei tessuti degli animali destinati a
divenire alimento per 'uomo € una pratica conascida molto tempo ma che negli ultimi
sembra essere applicata ed affrontata con findiM@rse, cercando di renderla maggiormente
oggettiva ed adatta ad essere applicata in confaratia legislazione vigente nel controllo
degli alimenti cercando cosi di valutarne le prasta in termini di sensibilita, specificita e
ripetibilita. Questo nuovo approccio da qualchecaapplicato nel campo dell'analisi dei
tessuti animali al fine di identificare trattamefdarmacologici non dichiarati per evitare di
esporre il consumatore a sostanze a lui non ngietenzialmente nocive, viene in questo
studio esteso al campo del settore ittico al fineatlitare lo stato di conservazione di prodotti
sempre piu richiesti dal consumatore.

Fornire in etichetta informazioni sui metodi di senvazione dei prodotti della pesca e
fondamentale per la percezione della qualita dedigito da parte del consumatore finale. La
vendita di pesce scongelato per prodotto frescstjtasce non solo una frode qualitativa, a
causa dei cambiamenti fisici che avvengono nei q@itod sottoposti a
congelamento/scongelamento. Infatti tali procedifieiano il valore nutrizionale e la durata
di conservazione dei prodotti, costituendo unadrodcommercio, per I'obbligo di riferire le
condizioni di conservazione del prodotto in etithetReg. 852/2004). Inoltre, la
dichiarazione veritiera delle condizioni di conserone del prodotto (fresco-scongelato) ha
lo scopo di garantire la salute pubblica se il passervito per il consumo crudo.

Questo studio ha preso in considerazione un metqudo, semplice ed estremamente
preciso come [listologia per distinguere tra pesftesco e congelato-scongelato,
indipendentemente dalle specie ittiche in esaméinaldi testare la robustezza della tecnica,
abbiamo valutato i cambiamenti causati dalle pracedi congelamento-scongelamento sulle
specie ittiche piut comunemente vendute e consuimétiaia.

Uno dei limiti dell'esame istologico € la sua vhiliga dipendente dall'operatore che
effettua la lettura. Nei tre laboratori coinvolello studio erano presenti istologici esperti,
anche se non specificatamente addestrati a indixedmodificazioni specifiche indotte dal
congelamento. Tuttavia, l'accuratezza diagnostieh ndetodo, espressa sulla base della
descrizione fornita dalla Procedura Operativa Stech@SOP), ha portato ad un risultato quasi
perfetto che in futuro potrebbe mantenersi taleotvgbbe addirittura avere un margine di
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miglioramento a seguito di formazione frontale degleratori e di inserimento di materiale
fotografico di riferimento allegato alla SOP acctad e distribuito a ciascun operatore
coinvolto nella diagnosi.

Le alterazioni indotte dal congelamento sono rialdiffuse e anche se alcune aree
del vetrino risultavano piu intensamente interessatai cambiamenti microscopici
congelamento-specifici, questi potevano esserenomciuti ovunque senza difficolta
suggerendo che nessuna particolare attenzioneedseee posta al sito di campionamento. A
supporto della validita della metodica si pongonisultati dei primi due esperimenti dalla cui
analisi si possono notare pochi risultati falsi ipas (pesci freschi identificati come
congelati). Tali imprecisioni perd potrebbero ultemente ridursi se si considera che il
metodo nella maggior parte dei casi puo esserecappla diversi campioni dello stesso lotto,
e questo a supporto che un corretto campionamentelato alla dimensione della partita
(lotto) porterebbe alla corretta identificaziondleleondizioni di conservazione del pesce.
L’analisi di specie con differente composizionegthsso e proteine & stato probabilmente il
motivo dell'insorgenza di alcuni cambiamenti noredfici che hanno portato ad una lieve
riduzione nell'accuratezza del metodo e nella grenke registrata nel secondo esperimento.
Tuttavia, vale la pena notare che I'ampliamentdodstudio di specie di pesci ha annesso
anche specie che raramente rientrano nelle abitatimentari dei consumatori europei e che
solo occasionalmente dovrebbero essere sottopgstdiehe fraudolente a causa dello scarso
valore economico delle stesse; tale criterio eéosfaéro adottato come un approccio
precauzionale, come previsto per la sicurezza aliane .

Quando si confrontano le prestazioni del metodaagico con quelle di altri metodi
diagnostici per 'identificazione dello stato dinservazione del pesce, possiamo concludere
che listopatologia puo garantire le migliori pr@gbni in termini di accuratezza e precisione,
cosi come la semplicita di esecuzione, il che fehgi lo si possa suggerire come metodo di
routine nei laboratori che effettuano i controllfficiali. Ulteriori ricerche dovranno
concentrarsi sull'ottimizzazione dei tempi di lsaazione dei campioni da sottoporre ad analisi
istologica per soddisfare i requisiti della shdk-dei prodotti ittici.

Il terzo studio €& nato dallesigenza di creare urgte di collaborazione
multidisciplinare che potesse affrontare in maniggarosa le tematiche sanitarie relative ali
prodotti ittici. Si e infatti cercato di toccarei gispetti piu salienti delle problematiche
sanitarie relative alle frodi commerciali piu comumtali prodotti (di dichiarazione mendace
di freschezza e di sostituzione di specie), quali prevenzione dall’esposizione del

consumatore al rischio Anisakis nel pesce crudprégsenza di mercurio nei pesci predatori,
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il problema dei Norovirus, che spesso viene tragoure non ultimo i controlli sull’istamina
che puo a sua volta creare gravi danni alla saleteonsumatore, con la ben nota sindrome
sgombroide. Non abbiamo ovviamente trascurato arpatri di sicurezza alimentare, con la
ricerca di germi patogeni, e gli indicatori di igeedi processo e di deteriorabilita, mediante il
conteggio dE. colie della carica mesofila totale.

Il campionamento € stato orientato verso i pes@rae rossa a causa del fatto che nel
caso specifico questi vengono preferiti nella prapane crude di stampo giapponese. Si
dovranno implementare in futuro i campioni di peacearne bianca per analizzare anche le
eventuali problematiche a carico di questa catagori

| risultati ottenuti, se da un lato sono confortardall’altro sollevano alcune
problematiche su tali prodotti alimentari. || numedi campioni al momento limitato non
permette di effettuare considerazioni con valeriatistica, ma € importante notare come la
dichiarazione di freschezza riportata sulla docuamane di trasporto di uno dei campioni
analizzati (esperimento 3) non sia stata confermBade risultato supporta l'ipotesi che e
pratica comune prolungare la vita commerciale damsicp soprattutto quelli che richiedono
lunghi periodi di trasporto dalla zona di pescauellj di elevato valore commerciale, quindi
probabilmente € una problematica che affligge n@ggente i pesci pescati rispetto a quelli
allevati.

Analizzando nel dettaglio la presenza e la dishitme dei microvacuoli si puo dire
che essi sono presenti in tutti i preparati istmiogd appaiono parimenti diffusi e sparsi dopo
congelamento di 12h, mentre dopo 24h di congelamsertnbra che prevalga il quadro
multifocale rispetto al diffuso. | casi di distribone focale sono assai esigui, anche se il
doppio nei preparati istologici di campioni congelper 24h. Per quanto concerne i
macrovacuoli essi appaiono prevalentemente spd2h & diffusi dopo 24h di congelamento.
Il quadro focale € piu rappresentato per questadgia di vacuoli, con 7 quadri focali nei
campioni sottoposti a 24h di congelamento. In sing¢ puo ipotizzare che i microvacuoli,
dapprima diffusi a 12h, diventino sparsi allorche&angelamento prosegue probabilmente
perché, almeno in parte, si possano modificareanravacuoli. Cio verrebbe confermato dal
fatto che invece i macrovacuoli sono prevalenteméiftusi a 24h, mentre sono sparsi a 12h
di congelamento. Tale ipotesi verra valutata dadllesi statistica che verra condotta a seguito
dell’ampliamento dei campioni analizzati e cong@ntii arricchire i risultati finora ottenuti e
le conclusioni suggerite da questi primi risultatpn il valore aggiunto rappresentato dal
livello di probabilita con cui queste potranno esssostenute e, le eventuali differenze

emerse, considerate statisticamente significative.
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Per quanto riguarda i dati microbiologici, si puffeamare che non siano stati
riscontrate particolari degni di nota. Non si elirerilevata la presenza di Norovirus; si noti
che la maggior parte dei campionamenti sono avveouattemperature miti o calde, mentre il
picco della malattia si raggiunge in inverno (Danet al., 2010). L’assenza di tale virus
denota inoltre le corrette pratiche igieniche mess#to dagli operatori.

Le analisi chimiche sono state favorevoli per qaamiguarda la rilevazione
dell'istamina, ricercata in specie piu soggettauastia problematica. Essa deriva dall’istidina
libera, presente in maggiore quantita nella musedadi alcune specie ittiche a carne rossa, a
livello inter ed intracellulare, oltre che nel saeg Le famiglie di pesci piu a rischio sono:
Scombridae (tonno, sgombro) Clupeidae (sardinangari spratto, alaccia, cheppia),
Engraulidae (acciuga). | risultati sono coerenti &® modalita di conservazione ed il breve
periodo commerciali delle specie target analizz@féesciano et al., 2012). E’ invece
importante notare che i livelli di mercurio in uangpione di tonnetto alletterato erano tre
volte piu alti della norma. | pesci sono spessdidagumulatori di mercurio (Storelét al.,
2012), che e presente in maggior quantita in foorganica. In particolar modo i pesci
carnivori, tra i quali i tonni, sono maggiormentedati da questa problematica a causa delle
abitudini alimentari.

L’identificazione di specie effettuata su due cawmnpidubbi confermava le specie
dichiarate. Si noti che si trattava di pesci gikegati.

Il pesce oggi € considerato dai consumatori comaliamento al quale sono riconosciute
una lunga serie di proprieta nutritive. Cio renéeassario tutelarlo ed anche conoscerne
le eventuali problematiche connesse al consumo ianora piu sporadico a causa delle
nuove mode alimentari che lo hanno affermato orcoane abitudine alimentare in una
larga parte della popolazione. Ne deriva la netesli porre maggiore attenzione alle
procedure di produzione, conservazione, lavorazeonemmercializzazione per garantire
la sicurezza e la qualita di questo prodotto, msmendo la necessita di ottenere prodotti
che abbiano i requisiti di igienicita, gli aspetii qualita e/o tipicita, e le garanzia di
procedimenti produttivi rispettosi del benessereimate e della conservazione
dellambiente. La legislazione, per venire inconatbe necessita d’informazione dei
consumatori e per fornire loro maggiore sicurezza,imposto che venga utilizzata
un’etichetta che descriva la qualita “tecnica” debsce. In quest’ambito si puod
validamente inserire I'analisi microscopica deistds dei prodotti ittici che, come
descritto in questo lavoro, potrebbe affiancarsialid tipi di controllo per fornire utili

elementi sulle modalita di conservazione dei privatiti immessi sul mercato.
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