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SOMMARIO

Il processo di produzione dell’olio di oliva produce grandi quantita di acque di vegetazione difficili
da smaltire. Il problema riguarda principalmente i composti fenolici, metaboliti secondari delle
piante caratterizzati da un forte potere antimicrobico e antiossidante.

Il presente elaborato di tesi ha lo scopo di verificare 1'effetto di un estratto fenolico, ottenuto dalle
acque di vegetazione del frantoio, sulla componente lipidica di un insaccato da stagionare e sulla
componente lipidica di un insaccato stagionato pre-affettato, confezionato, posto in atmosfera
modificata, stoccato a 4°C ed esposto alla luce.

Per valutare 1’effetto sul salame sono stati preparati 4 gruppi di salami (detti tesi): B detta bianco
che ¢ un salame con ricetta base; C detta controllo con I’aggiunta del 2% di glicerolo alla ricetta
base; L1 salami con 1’aggiunta all’impasto della tesi C di 75mg/100g dell’estratto fenolico ottenuto
dalle acque di vegetazione del frantoio; L2 salami con 1’aggiunta all’impasto della tesi C di
150mg/100g dell’estratto fenolico ottenuto dalle acque di vegetazione del frantoio. Tutti questi
salami sono stati fatti stagionare e sono stati valutati la %grasso, 1’ossidazione lipidica attraverso 1
parametri numero di perossidi (meq. O ,/1000g grasso) e TBARS (mg malondialdeide/kg
campione), in aggiunta all’acidita titolabile (g acido oleico/100g campione); i parametri appena
citati sono stati valutati a tempi di stagionatura precisi: 0, 3, 10, 20 giorni. Una parte dei salami sono
stati stagionati fino a 30 giorni, quindi affettati, confezionati in atmosfera modificata (70% N e
30% CO,), stoccati a 4°C con alternanza di 12 ore di luce e altrettante di buio per un periodo di 30
giorni. Per questi salami, detti esposti o “pre-affettati e confezionati” , sono stati valutati gli stessi
parametri dei salami interi (TBARS, acidita titolabile, numero di perossidi, %grasso) a tempi di
esposizione ben precisi: 0, 10, 20, 30 giorni . Sia per i salami interi che per quelli “pre-affettati e
confezionati” sono stati valutati anche, il pH e I’aw; per 1 salami interi ¢ stata valutata anche
I’umidita.

Sia nei salami interi che in quelli esposti (pre-affettati e confezionati) i composti fenolici
determinano una riduzione dei valori di TBARS, rispetto ai salami non arricchiti; nell’acidita
titolabile non si osservano differenze significative tra salami arricchiti e non, sia nei salami interi
che in quelli esposti. I salami interi arricchiti (L1 ed L2) non presentano un numero di perossidi
significativamente diverso dai salami non arricchiti (B e C); nei salami esposti il numero di
perossidi ¢ inferiore in quelli arricchiti rispetto ai salami B e C, ma questa differenza non ¢
statisticamente significativa perché 0,05<(p=0,054)<0,10. L’aggiunta dell’estratto fenolico non ha
modificato sostanzialmente I’evoluzione del contenuto di grasso, del pH e dell’aw nei salami interi
durante la stagionatura, rispetto ai salami non arricchiti. Il pH dei salami esposti non presenta
notevoli differenze tra le tesi C, L1 ed L2, mentre nella tesi B il pH sale in maniera piu decisa; in
linea generale, nei salami esposti, si osserva un lieve aumento dell’aw durante il periodo di

esposizione alla luce, senza particolari differenze tra le tesi.






1.INTRODUZIONE

1.1 SALAME:UN INSACCATO DA FERMENTARE

Secondo il punto 1 dell’articolo 16 del DECRETO MINISTERIALE del 21 settembre 2005
“Disciplina della produzione e della vendita di taluni prodotti di salumeria” si intende per «salame»
“il prodotto di salumeria, costituito da carni ottenute da muscolatura striata appartenente alla
carcassa di suino con aggiunta di sale ed eventualmente di carni di altre specie animali, macinate e
miscelate con grasso suino in proporzioni variabili, ed insaccato in budello naturale o artificiale”;
nel punto 3 dello stesso articolo si riporta anche che “il salame ¢ asciugato e stagionato in
condizioni climatiche suscettibili di determinare, nel corso di una graduale riduzione di umidita,
I'evolversi di fenomeni fermentativi ed enzimatici naturali tali da comportare modificazioni che
conferiscono al prodotto le caratteristiche organolettiche tipiche e tali da garantire la conservazione
e la salubrita in condizioni normali di temperatura ambiente”.

Il salame fa parte della categoria dei salumi e per la precisione si tratta di un insaccato crudo,
fermentato, non affumicato. Dal punto di vista normativo, per I’Unione Europea il salame rientra
nei prodotti a base di carne: 1 prodotti a base di carne sono prodotti che hanno subito un trattamento
tecnologico che ha provocato una modificazione sostanziale della materia prima (trattamento
termico, affumicatura, salagione, stagionatura, essiccazione, marinatura, estrazione, estrusione o
una combinazione di tali procedimenti) tale che la superficie di taglio permette di constatare la
scomparsa delle caratteristiche delle carni fresche (Reg. CE n° 853 del 2004).

Dal punto di vista pratico 1l salame ¢ un insaccato di carne suina, a volte mista con carne bovina,
pilt 0 meno stagionato, preparato miscelando tagli di carne magri come il dorso, lombi, spalle con
tagli di carne grassi come il lardo o la pancetta. L articolo 17 del DECRETO MINISTERIALE del
21 settembre 2005 riporta che ‘“Nella preparazione del salame ¢ consentito impiegare vino,

pepe, aglio, piante aromatiche, zucchero, destrosio, fruttosio, lattosio, latte magro in polvere,
proteine del latte, colture microbiche di avviamento alla fermentazione, spezie, aromi, additivi
consentiti ad eccezione dei coloranti.”

Il salame ¢ un alimento fermentato e nella produzione industriale si usano degli “starter microbici”
per controllare la fermentazione: I’impiego di colture di avviamento ¢ normato dal D.M. 28/12/1994
del Ministero della Sanita, che specifica quali generi e specie di batteri e funghi impiegare.

Il salame di per sé ¢ un alimento con un una percentuale considerevole di grasso, secondo una
tabella dell’ INRAN (http://www.inran.it), un “salame alla cacciatore” presenta una composizione
centesimale con il 30,6% di acqua, il 28,5% di proteine, il 34% di lipidi, 1,2% zuccheri solubili.
Da questi valori si nota che la frazione lipidica ¢ quella maggiormente rappresentata, ma ¢ anche
quella piu delicata tra quelle che ho appena citato: i lipidi possono andare incontro
all’irrancidimento ossidativo, un alterazione che comporta la produzione di composti indesiderati,

responsabili di odori e sapori sgradevoli negli alimenti.



1.2.0SSIDAZIONE DEGLI ACIDI GRASSI

L’ossidazione dei lipidi interessa soprattutto gli acidi grassi insaturi, quindi pitt doppi legami sono
presenti nell’acido grasso e piu quell’acido grasso sara bersaglio dell’ossidazione lipidica; la
degradazione dei lipidi porta alla formazione di una serie di composti indesiderati quali aldeidi,
chetoni, alcoli, esteri, idrocarburi, furani, lattoni e altri composti ossigenati che sono responsabili
degli odori e dei sapori sgradevoli negli alimenti. La formazione di questi composti dell’ossidazione
lipidica rappresenta un danno economico ed organolettico nei confronti di un prodotto alimentare
(Conte L. 2004); da alcuni studi € emerso che i prodotti di ossidazione dei lipidi sono coinvolti in
patologie cardiache e tumorali nell’'uomo (Botsoglou et al., 1994).
L’ossidazione lipidica ¢ un processo che vede due protagonisti principali: 1’ossigeno e gli acidi
grassi insaturi. A seconda dello stato energetico dell’ossigeno, quest’ultimo reagisce in modi diversi
con il substrato lipidico e I’ossidazione lipidica procede con meccanismi diversi:
a. 'ossigeno allo stato di tripletto reagisce con 1 lipidi con un meccanismo chiamato
AUTOSSIDAZIONE
b. I'ossigeno allo stato singoletto reagisce con i lipidi con un meccanismo chiamato
FOTOSSIDAZIONE.

1.2.1 AUTOSSIDAZIONE

L’ autossidazione ¢ la reazione che avviene tra 1’ossigeno tripletto € una molecola organica: i grassi
sono particolarmente sensibili a questa reazione, soprattutto i grassi che presentano un elevato grado
di insaturazione degli acidi grassi.

I parametri che influiscono I’autossidazione sono:

a) il grado di insaturazione dell’alimento: 1’assorbimento di ossigeno nel tempo, aumenta con

I’aumentare del numero di doppi legami presenti negli acidi grassi

b) temperatura: piu elevata ¢ la temperatura, piu ¢ veloce I’ossidazione lipidica

c) agenti catalizzanti: intesi come radiazioni (luce, UV....) e metalli di transizione quali Fe

(ferro), Cu (rame), Mn (manganese), Co (cobalto) accelerano il processo ossidativo

d) la pressione dell’ossigeno: se nel sistema c’¢ un’elevata pressione parziale di ossigeno,
questo comporta una maggior solubilizzazione del gas nell’alimento e quindi un aumento

della velocita di assorbimento dell’ ossigeno stesso

e) capacita del sistema di trattenere i gas: alcuni alimenti sono pill propensi a trattenere i gas

(tra cui I’ossigeno) rispetto ad altri, i liquidi ad esempio, trattengono meglio i gas dei solidi
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f) la presenza di enzimi: alcuni enzimi come la lipossigenasi catalizzano 1’ossidazione degli
acid grassi insaturi, oppure le lipasi che promuovono la liberazione di acidi grassi

(principale substrato dell’ossidazione lipidica)
g) la presenza di sostanze antiossidanti rallenta il processo ossidativo

(Conte L. 2004).

Per I’ossigeno tripletto 30, si intende I’ossigeno allo stato fondamentale che possiede due elettroni
con spin paralleli e se viene immerso in un campo magnetico pud assumere tre livelli di energia
leggermente diversi fra loro: da qui I’origine della dicitura ossigeno tripletto. (Cozzi et al., 1998).
L’ossigeno tripletto non ¢ in grado di reagire con un acido grasso insaturo RH, perché questa
reazione ¢ termodinamicamente sfavorita; gli acidi grassi sono in uno stato di singoletto, ovvero lo
spin totale della molecola ¢ uguale a zero ed in presenza di campi magnetici esterni la molecola
assume un solo livello energetico. La reazione tra una molecola allo stato di singoletto, come
I’acido grasso RH, e una molecola allo stato di tripletto, come 302, ¢ sfavorita a causa dello stato di
conservazione dello spin della molecola di acido grasso.

La reazione di autossidazione & possibile tra ossigeno tripletto e il radicale libero R * e si svolge
secondo il tipico andamento delle reazioni radicaliche, formando idroperossidi e composti volatili.

Nella reazione di autossidazione si distinguono tre fasi principali:

Iniziazione
RH— R +H’ ()
Propagazione
R +°0, — ROO" (1)
ROC'+ RH — ROOH + R’ (1)
RO+ ROOH — ROO" + ROH  (IV)
RO" + RH — ROH + R’ V)
RH+'0OH — ROH + R" (VI)
Terminazione
R'+R — R-R (VII)
2R0" — ROOR (VII1)
ROQ’ + R — ROOR (1X)
_RO' +R"— ROR (X)
2RO0" — ROOR + '0, (X1)

2RO0" - ROH+R=0+'0, (Xil)
Figura 1: schema delle tre principali fasi dell’autossidazione lipidica (Conte et al., 2004)
Nella fase di iniziazione o induzione si forma un radicale libero R * per distacco di un atomo di

idrogeno da gruppo metile in alfa al doppio legame di un acido grasso insaturo; il calore, la
11



presenza di metalli catalizzatori, le radiazioni nella luce visibile e nell’ultravioletto sono 1 fattori che
danno il via a questa prima fase del processo di ossidazione lipidica e vengono per cio chiamato

iniziatori.

Seconda fase: propagazione

Iniziatori e lipidi insaturi reagiscono formando dei radicali alchilici R * i quali reagiscono
velocemente con I’ossigeno tripletto *O, formando radicali perossili ROO® . 1I radicale perossile
puo strappare un idrogeno ad un altro acido grasso insaturo RH, originando cosi un idroperossido
ROOH e un radicale libero R ° .La formazione di un idroperossido a partire da un acido grasso
insaturo, comporta uno spostamento del doppio legame che viene cosi stabilizzato per risonanza.
Nella fase di propagazione avvengono tutta una serie di reazioni che portano alla formazione di
nuovi radicali e di idroperossidi (prodotti primari dell’ossidazione): gli idroperossidi vengono
decomposti in radicali perossili ROO® e radicali alcossili RO".

I radicali alcossili RO® sono il substrato per la formazione dei composti secondari dell’ossidazione
lipidica: idrocarburi, esteri, aldeidi, chetoni, alcoli, acidi organici, ecc. Quindi alcuni dei radicali
alcossili vengono decomposti, mentre altri continuano a partecipare alla formazione di specie

radicaliche reagendo con idroperossidi e acidi grassi.

Terza fase: terminazione
In questa fase tutti i radicali presenti fase di propagazione hanno reagito fra loro e si trasformano in
specie chimiche stabili, come ROOR, ROH, ROR, R-R. (Conte L. 2004.).

1.2.2 FOTOSSIDAZIONE

Il principale meccanismo dell’ossidazione dei lipidi ¢ quello in cui partecipa 1’ossigeno tripletto,
ma non ¢ il solo perche anche 1’ossigeno singoletto pud svolgere un ruolo importante; I’ossigeno
nello stato eccitato di singoletto ¢ in grado di reagire direttamente con i composti organici (tra cui

gli acidi grassi insaturi) per 2 motivi:
e T’ossigeno singoletto 'O, ha un’energia superiore all’ossigeno tripletto

e [’ossigeno singoletto 'O, non ha una barriera di spin come 1’ossigeno tripletto, perché anche gli

acidi grassi insaturi sono allo stato di singoletto

Per ossigeno singoletto 'O, si intende 1’ossigeno molecolare con spin totale & uguale a zero, la

molecola di ossigeno si trova in stato di singoletto perche in presenza di campi magnetici manifesta

un solo livello energetico. Se una molecola allo stato di singoletto assorbe un quanto di energia

radiante (hv) , in seguito allo spostamento di un elettrone in un livello vibrazionale di uno stato

elettronico piu alto, la molecola allo stato “eccitato” (Cozzi et al., 1998). Nel caso dell’ossigeno
12



singoletto, perché esso possa passare dallo stato fondamentale (ossigeno tripletto ’0,) a quello di
singoletto eccitato, € necessario che sia presente una sostanza che assorba e trasferisca 1’energia
delle radiazioni luminose (visibile, UV): questa sostanza ¢ nota come fotosensibilizzante (Sen).
Perché si formi l'ossigeno singoletto ¢ quindi necessaria un’interazione luce, sostanza
fotosensibilizzante e ossigeno fondamentale (tripletto).

Il processo di fotossidazione degli acidi grassi inizia con I’assorbimento di luce da parte del
fotosensibilizzante ('Sen), in cui un elettrone passa ad un livello energetico superiore, portando il
fotosensibilizzante ad uno stato energetico di singoletto eccitato ('Sen*). La sostanza
fotosensibilizzante allo stato di singoletto eccitato puo essere convertita, attraverso
un’interconversione di sistema (ISC), allo stato di tripletto eccitato (3Sen*), che corrisponde
all’intermedio reattivo nella fotossidazione; a questo punto “Sen* pud seguire due vie per

I’ossidazione dei lipidi, la via di I tipo o la via di II tipo.

'Sen Sen*

1 TIPO

+RH

v
R- + SenH

Figura 2:schema della reazione di fotossidazione degli acidi grassi (Conte et al.,2004)

Nella via di I tipo viene trasferito un elettrone dal fotosensibilizzante allo stato di tripletto eccitato
(3Sen*), ad un substrato RH, come un acido grasso insaturo. Si producono dei radicali liberi R * o
joni radicali. Il fotosensibilizzante allo stato di tripletto eccitato (*Sen*) pud agire come iniziatore

di radicali liberi nella fase di induzione dell’ autossidazione degli acidi grassi insaturi.

Nella via di II tipo il fotosensibilizzante allo stato di tripletto eccitato (*Sen*) reagisce con
I’ossigeno tripletto O, portando entrambi i reagenti allo stato di singoletto (‘Sen e '0,); 1’ossigeno
singoletto costituisce la forma eccitata dell’ossigeno che ¢ in grado di reagire direttamente con gli
acidi grassi insaturi, allo stato di singoletto, formando gli idroperossidi ROOH (prodotti primari

dell’ossidazione lipidica).
L’ossigeno singoletto reagisce con un acido grasso insaturo secondo una reazione di tipo

” ene” (Figura 3): I'ossigeno si lega ad una estremita del doppio legame e contemporaneamente

estrae un protone allilico (carbonio piu distante del carbonio in a al doppio legame); si forma poi un
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nuovo doppio legame tra il carbonio in posizione allilica e I’altra estremita del doppio legame
originale. In questo passaggio il doppio legame passa da cis a trans.

Nella via di tipo II pud formarsi anione superossido O™ attraverso il trasferimento di un elettrone
dal fotosensibilizzante (allo stato di tripletto eccitato 3Sen*) all’ossigeno tripletto. Nella realta solo
I’1% dell’ossigeno tripletto viene convertito in anione superossido, mentre quasi tutta 1’energia
trasferita dal fotosensibilizzante (allo stato di tripletto eccitato *Sen*) all’ossigeno tripletto O,: si

forma cosi 1’ossigeno singoletto 'O, (Conte L. 2004).

Ry
R-‘ 1
trans
cis w3 }]{
I~ (:o e—— 0
s 5l o
R R

Figura 3 :reazione di tipo “ene” tra ossigeno singoletto e un acido grasso insaturo cis(Conte et al.,2004)

1.3. OLIO E ACQUE DI VEGETAZIONE

1.3.1 PRODUZIONE DELL’OLIO D’OLIVA

I sistemi utilizzati per produrre 1’olio d’oliva sono 3, riportati in figura 4:
e Sistema a pressione tradizionale
e Sistema a centrifugazione a tre fasi attraverso Decanter (detto anche a tre uscite)

e Sistema a centrifugazione a due fasi attraverso Decanter (detto anche a due uscite)

in base al sistema impiegato per produrre 1’olio d’oliva si producono diversi volumi di olio e di
acque di vegetazione, partendo dalla stessa quantita di olive utilizzate.

Il processo di produzione dell’olio d’oliva ha subito dei cambiamenti evolutivi. Il tradizionale
processo di pressatura ¢ stato sostituito con la centrifugazione prima attraverso ad un sistema tri-
fase, seguito poi da uno bi-fase. Il sistema a pressione & stato sostituito principalmente per 2 motivi
era discontinuo e provocava un riscaldamento della pasta, generando cosi tutta una serie di
problematiche relative alla qualita dell’olio. Oggi il pil utilizzato in tutto il mondo ¢ sicuramente il
moderno sistema di centrifugazione.

Il sistema trifase (chiamato anche a tre uscite) venne introdotto nel 1970 per migliorare la resa
d’estrazione e produce tre flussi distinti in uscita dal decanter di estrazione:

* 2, 7% Olio vergine d’oliva

* 47,8% composti solidi che prendono il nome di “sansa”

* 49,5% acque reflue (acqua di vegetazione derivante dai tessuti molli delle olive

+ acqua di processo)
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Questo tipo di sistema ¢ il piu utilizzato in Italia e prevede 1’aggiunta di grandi quantitativi di acqua,
fino a 0,2 — 0,5 m3 per ogni tonnellata d’olive. Questo comporta una produzione mondiale di circa
30 milioni di m*/ annui di acque reflue e di circa 0,5 - 0,6 t di sansa vergine per t di olive

lavorate.

Il sistema a due fasi (detto anche a due uscite) ¢ stato invece introdotto in Spagna nel 1990: si tratta
di un approccio produttivo pitt moderno ed ecologico poiché riduce drasticamente 1’utilizzo d’acqua
durante il processo. Questo sistema genera 2 flussi,ovvero olio puro ed un sottoprodotto semi-solido
che ¢ una combinazione tra sansa ed acque reflue: questo prodotto prendeil nome di sansa semi-
solida o rifiuto di frantoio bifase.

L’utilizzo del decanter a due fasi permette di ottener un olio con un quantitativo di composti
fenolici leggermente superiore rispetto a quello ottenuto tramite tri-fase. Tuttavia la maggior parte
dei composti fenolici, circa il 98%, rimane nella sansa semi-solida. Inoltre la principale
problematica della sansa semisolida ¢ il tenore di umidita che rende la sansa stessa difficilmente

trasportabile e lavorabile. (Lorenzini, L. 2011)
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Figura 4: Flow sheet processo estrattivo dell’olio d’oliva (Lorenzini, 2011)
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1.3.2 COMPOSTI FENOLICI NELL’OLIO E NELLE ACQUE DI VEGETAZIONE

L’olio d’oliva vergine (VOO) ¢ un costituente fondamentale della dieta mediterranea e proprio
all’olio d’oliva ¢ stato riconosciuto un ruolo importante nella salute umana. Le attivita biologiche
dell’olio d’oliva vergine (antiossidante, antinfiammatoria, anti-cancro, chemoprottetiva) sono state
associate da numerosi scienziati alla presenza di potenti antiossidanti, come per esempio 1 fenoli
idrofilici. Questi composti fenolici idrofilici rappresentano un gruppo di metaboliti secondari che
non sono generalmente presenti in altri oli o grassi. L’olio d’oliva vergine contiene differenti classi
di fenoli, come acidi fenolici e alcoli, flavonoidi, lignani e secoiridoidi (Servili et al., 2011).

I composti fenolici sono dei metaboliti secondari di tutto il regno vegetale e si inseriscon nella dieta
umana attraverso il consumo di alimenti di origine vegetale. Per quanto riguarda I’oliva, 1 composti
fenolici sono sintetizzati originariamente dalla pianta come difesa nei confronti di molti agenti
patogeni (Bianco et al. 1999), ma molti dei fenoli presenti nell’olio vergine di oliva si formano
durante il processo di estrazione a partire da quelli gia presenti nella drupa. Durante la frangitura,
gramolatura ed estrazione i composti fenolici della drupa vengono biotrasformati (Pannelli et al.
1991; Servili et al 1996).

Dal punto di vista chimico i composti fenolici sono delle sostanze che presentano come unita di
base un gruppo fenolico, cioe un anello benzenico a cui ¢ legato un gruppo ossidrile. La classe dei
composti fenolici include sia composti semplici, monomeri, sia composti polimerizzati (come i
tannini). Durante la conservazione degli alimenti, i composti fenolici piu semplici tendono a

polimerizzare formando polimeri condensati ad elevato peso molecolare (Lorenzini, 2011.).

OH

Figura 5:Struttura del fenolo (Lorenzini, 2011)

Chimicamente parlando i fenoli sono molecole anfipatiche, presentano cioe¢ sia un gruppo idrofilico
(gruppo ossidrile) che un gruppo idrofobico (I’anello aromatico).LLa maggior parte dei composti
fenolici in natura si trova coniugata principalmente ad una molecola di zucchero. Nell’olio d’oliva i
composti fenolici conferiscono il gusto tipico e I’aroma amaro e fruttato. Come vedremo piu avanti,

questi composti si oppongono all’autossidazione, contribuendo alla stabilita dell’olio (Conte, 2004).
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1.3.2.1 Composti fenolici nelle olive

L’oliva ¢ una drupa di di 2-3 cm, dal peso compreso tra 0,5 e 20g (Pannelli 2011) che in base alla
cultivar puo presentare una forma ovoidale o rotonda. La drupa dell’oliva si suddivide in tre parti:
epicarpo o buccia, mesocarpo o polpa, endocarpo o pietra.

L’epicarpo € un rivestimento esterno costituito prevalentemente da cere. Durante la maturazione
della drupa I’epicarpo ¢ soggetto ad un cambiamento di colore: la drupa passa dal verde chiaro al
viola marrone, a volte anche al nero. Il mesocarpo, in mezzo tra epicarpo ed endocarpo, ¢ una polpa
carnosa che costituisce quasi dal 70 all’80% del peso del frutto.

L’endocarpo ¢ la parte pil interna della drupa, si tratta di un nocciolo legnoso che contiene al suo
interno il vero seme con 1I’embrione; il peso dell’endocarpo varia fra il 13 e il 30 % del peso totale
del frutto. (Piccoli, 2012)

L’oliva ¢ formata in media dal 50% di acqua, 1'1,6% da proteine, il 19,1% da carboidrati (quali
pectine), il 5,8% da cellulosa, 1’1,5% da sostanze inorganiche, e il 22% da acidi organici (prodotti
intermedi derivanti dai processi degradativi o derivati da altri composti), pigmenti e olio. L'olio che

si estrae dalle olive ¢ contenuto quasi totalmente nella polpa.

I fenoli sono presenti a concentrazioni molto basse (1-3%) nella drupa e hanno diversi ruoli:
® agenti antimicrobici
® sono responsabili del grado di doratura della drupa

e conferiscono proprieta organolettiche ed aromatiche tipiche al frutto

La produzione di fenoli da parte della pianta ¢ influenzata da diversi fattori esterni come lesioni
della pianta o del frutto, esposizioni alla radiazioni UV; la composizione dei fenoli nella drupa varia
a seconda della cultivar, della posizione in cui si ritrova il frutto, della stagione, dello stoccaggio,
delle condizioni climatiche, della provenienza geografica, delle tecnologie produttive utilizzate

nella produzione dell’olio e dello stadio di maturazione del frutto. (Piccoli, 2012)

Durante la maturazione delle olive i livelli dei vari nutrienti cambiano, tra questi i composti fenolici
aumentano da 120 a 160 giorni dalla fioritura e calano poi da 160 a 200 giorni dalla fioritura
(appunti di lezione).

Le classi di fenoli presenti nella drupa dell’oliva sono riportati nella figura 6, mentre le formule

chimiche dei diversi fenoli sono riportati in figura 7 e 8
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COMPOSTIFENOLICINELLE OLIVE

FLAVONOLI

Quercitina-3-rutinoside, Luteolina-7-glucoside, Luteolina-5-glicoside, Apigenina-7-glucoside

ACIDIFENOLICI

Acido clorogenico, acido caffeico, acido p-idrossibenzoico, acido protocatecuico, acido vanilico, acido srmgico, acido p-cumarico, acido

o-cumarico, acido ferulico, acido smapico, acido benzoico, acido cmnamuco, acido gallico

ALCOLIFENOLICI

(3-4-dudrossifenilletanolo (3,4-DHPEA), (p-idrossifenil) etanolo (p-HPEA)

SECOIRIDOIDI

Oleuropeina, demetiloleuropema, Ligstroside, Nuzhenide

DERIVATIDELL'ACIDO IDROSSICINNAMICO

Verbascoside

Figura 6:Classi dei principali fenoli presenti nelle olive (Ghanbari et al., 2012).

I composti fenolici dell’oliva si trovano in forma coniugata (spesso con degli zuccheri, come il

glucosio) per aumentare la tossicita delle molecole nei confronti dei microrganismi e per favorire la

solubilizzazione, lo stoccaggio in alcuni compartimenti cellulari e il trasporto delle stesse alle

cellule.
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I fenoli delle olive si dividono in i fenoli lipofili, come i cresoli, e i fenoli idrofili tra cui troviamo
gli acidi acidi fenolici, i flavonoidi, i secoiridoidi e gli alcoli fenolici. I principali polifenoli studiati
nelle olive sono gli acidi idrossibenzoici come 1'acido vanillico, siringico e gallico che presentano
uno scheletro carbonioso di tipo C6- C1 (C6=benzene legato ad un gruppo COOH). Ci sono anche
acidi idrossicinnamici (C6-C3 come l'acido caffeico, ferulico e sinapico) e i flavonoidi con struttura
chimica C6-C3-C6 come la cianidina. Tra i derivati dell'acido idrossicinnamico c’¢ il verbascoside.
Agli alcoli fenolici appartengono idrossitirosolo (3,4-DHPEA) e il tirosolo (p-idrossifeniletanolo o
p-HPEA) (Piccoli, 2012).

Nella drupa i fenoli presenti in maggior quantita sono il tirosolo (p-HPEA) e I’idrossitirosolo
(3,4-DHPEA) che sono stati ritrovati rispettivamente in concentrazioni di 19,48 mg/100g di olive e
76,73 mg/100g di olive nello studio condotto da Kountouri et al (2007).

L’oleuropeina ¢ un secoiridoide presente nella drupa dell’oliva che conferisce quel sapore amaro
del frutto; in fase di maturazione della drupa, 1’oleuropeina scende di concentrazione perché subisce
una catalisi chimica o enzimatica che porta alla demetilazione della molecola, formando nuovi
composti fenolici. Di contro tirosolo, verbascoside ed idrossitirosolo aumentano di concentrazione
durante la maturazione. (Piccoli, 2012).
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I principali fenoli dell’oliva si distribuiscono nella drupa come nella Tabella 1 qui di seguito

e Flavonoidi glucosidi: Flavonoli, Flavoni (luteolina-7-

glucoside, Apigenina-7-glucoside, rutina, quercetina),
Antociani(in forma glucosidica che conferiscono il colore
EPICARPO viola alle olive mature, ricordiamo cianidina-3-

glucoside,delfinidina...)

* Triterpeni: Eritrodiolo, acido oleanolico e maslinico

¢ Acidi fenolici: derivati dall’acido Cinnamico e Benzoico
(acido cumarico, ferulico, caffeico , 3,4-

diidrossifenilacetico4-idrossibenzoico).

e Acidi fenolici derivati: Verbascoside, derivante dall’acido

idrossicinnamico.

MESOCARPO * Alcoli Fenolici: Tirosolo(p-HPEA) ed Idrossitirosolo(3,4
DHPEA).

* Secoiridoidi: Oleuropeina glucoside, Demetiloleuropeina

e Ligustroside.

¢ Eteri: Catecolo, Metilcatecolo.

ENDOCARPO Secoiridoidi:  Oleuropeina  glucoside, = Demetiloleuropeina,
Niizhenide.

Tabella 1: principali fenoli dell’oliva si distribuiscono nella drupa

1.3.2.2 Composti fenolici nell’olio d’oliva

Durante la lavorazione delle olive per la produzione dell’olio d’oliva vergine, i composti fenolici di
partenza presenti nelle olive mature:

- in parte rimangono tali,

- in parte si trasformano,

- 1n parte vengono persi.
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I composti fenolici nell’olio d’oliva sono presenti in concentrazioni che variano tra 40-90 mg/Kg di
estratto metanolico (Baldioli et al., 1996), comunque la cultivar, il clima, il sistema di estrazione, le
condizioni di lavorazione e di stoccaggio sono i fattori che piu influiscono sul contenuto fenolico
dell’olio(Pannelli et al. 2011). I composti fenolici rappresentano dei composti minori all’interno
dell’olio d’oliva: in un olio estratto dalle olive di varieta Frantoio gli acidi grassi come 1’oleico
(78,2%), palmitico (9,5 %), stearico (2,9%), linoleico (7,4%), linolenico (0,6%) costituiscono la

maggior parte dei componenti totali (Aparicio et al., 2002).

I pincipali composti fenolici presenti nell’olio d’oliva vergine sono quelli riportati nella tabella 2

qui di seguito.

*Derivati dall’acido Cinnamico (acido caffeico,
ACIDI FENOLICI acido cumarico, acido ferulico)

* Derivati dell’acido Benzoico (acido gallico,
acido vanillico, acido siringico).

FENILETIL ALCOLI * Tirosolo (p-HPEA)

* Idrossitirosolo (3,4-DHPEA)

e Isomero dell’Oleuropeina aglicone (3,4-
DHPEA-EA, dove EA sta per “acido elenolico”)
SECOIRIDOIDI AGLICONI * Ligustroside aglicone (p-HPEA-EA)

* Forma aldeidica dell’ oleuropeina aglicone

* Forma aldeidica del ligustroside aglicone

*Decarbossimetil oleuropeina aglicone (3,4
FORME DIALDEIDICHE DHPEA-EDA o Forma dialdeidica dell’acido
DEI SECOIRIDOIDI elenolico (EDA) legata al 3,4-DHPEA)

* Decarbossimetil ligustroside aglicone (p-
HPEA-EDA o forma dialdeidica dell’acido
elenolico legata al p-HPEA)

TERPENI * Squalene.

* Pinoresinolo
LIGNANI * Acetossipinoresinolo

* Idrossipinoresinolo
FLAVONOIDI * Flavoni: Apigenina, Luteolina

¢ Flavonoli: Tassifolina

e 1-fenil-6,7-diidrossi-isocromano
IDROSSI-ISOCROMANI . 1-(3’-metossi-4’-idrossi)fenil-6,7-diidrossi-
1socromano

Tabella 2: Composti fenolici presenti nell’olio d’oliva (Lercker 2011, Boskou 2006)

I composto fenolico maggiormente presente nell’olio ¢ la forma dialdeidica dell’acido

decarbossimetil elenoico che deriva principalmente dall’oleuropeina aglicone e dal ligostride

21



aglicone. Nell’olio d’oliva, rispetto al frutto, aumentano la concentrazione alcoli fenolici quali
tirosolo (p-HPEA) e idrossitirosolo (3,4-DHPEA) per effetto di processi di idrolisi dei secoridoidi
quali 3,4-DHPEA-EDA (3,4-diidrossifenil-etanolo legato alla forma dialdeidica dell'acido
elenolico), il p-HPEA-EDA (p-idrossifeniletanolo legato alla forma dialdeidica dell'acido elenolico)
e il 3,4-DHPEA-EA (3,4-diidrossifenil-etanolo legato all'acido elenolico). I secorioidi sono
composti agliconi, cioe slegati dal glucosio (Piccoli 2012), perché nella produzione dell’olio d’oliva
entrano in azione delle B-glucosidasi che rompono il legame tra il glucosio e 1’acido elenoico (EA)

dei secorioidi, dando vita alla serie di composti agliconi sopra citati(Lorenzini, 2011).

Nell’olio d’oliva si ritrovano anche altri fenoli quali i lignani, che sono principalmente rappresentati
dal (+)-1-acetossipinoresinolo e dal (+)-1-pinoresinolo.

Di seguito sono riportate le formule dei principali composti fenolici dell’olio.

[somero dell’Oleuropeina aglicone (3. 4-DHPEA-EA)
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Ligustroside aglicone (p-HPEA-EA)

Decarbossimetil ligustroside aglicone (p-HPEA-EDA)
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Figura 9: Principali composti fenolici dell’olio d’oliva

1.3.2.3 Composti fenolici nell’acqua di vegetazione

Nella descrizione del punto 1.3.1 abbiamo visto quali sono 1 diversi sistemi di estrazione dell’olio
dall’oliva: sistema tradizionale, sistema di centrifugazione a tre fasi, sistema di centrifugazione a
due fasi. Negli ultimi due sistemi di estrazione si formano dei sottoprodotti di lavorazione quali
sansa ed acqua di vegetazione che comunemente si chiamano output di lavorazione. La quantita di
acqua e sansa che si formano in fase di estrazione varia a seconda del sistema di centrifugazione,
come riportato in figura 10.

BILANCTI DI MATERTA DI FRANTOI CON DECANTER

A TRE USCITE SANSA 55 Ke. UMIDA AL S0%%
OLIVE= 100 Kg OLIO 16Kg. OLIO

ACQUA F 3Kz, AV

DEC ~ 50 Kg ACQUA 76 Kg.AV.

r Q Kg

SANSi 01 Kg. UMIDA AL 63%
OLIVE= 100 Kg UMIDA 4 kg .0L10)

ACQUA ATLA 16 Kg OLIO
GRAMOLA AERLERE e b

=10Kg —3

A TRE USCITE SANSA 66 Kg.UMIDA AL 55%
i (3 Kg.0LIO)
OLIVE= 100 Kg 17 Kg.OLIO

ACQUA AT — = OLIO S Kg.AV.
BECS1RKE rAC QUA 25Kg.AV.

(0.8 Kg.OLIO) by

A Tonint

Figura 10: appunti di lezione

La sansa ¢ una miscela solida di polpa d’oliva e noccioli molto umida (umidita relativa del 50% per

un sistema di centrifugazione a tre fasi, mentre umidita relativa al 63% in un sistema di
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centrifugazione a due fasi) la cui composizione varia a seconda che si tratti di una sansa ottenuta
tramite un sistema di centrifugazione a due o tre fasi.

L’acqua di vegetazione ¢ 1’acqua che esce dal decanter in fase di estrazione. .’acqua di vegetazione
presenta un elevato carico organico e minerale (principalmente potassio, fosforo, sodio, calcio,
ferro, magnesio, composti dell’azoto) oltre che una notevole quantita di solidi sospesi (190 g/L), un
alto rapporto C/N ed un elevato quantitativo di composti fenolici; il pH si aggira attorno ad un
intervallo di 4-6.

L’elevato carico organico (dai 3 ai 16 g/100g) e la sua composizione rendono l’acqua di
vegetazione un buon substrato per i microrganismi del suolo e dei corsi d’acqua, ma 1’elevata
presenza di composti fenolici la rendono resistente alla degradazione microbica: per questo motivo
I’acqua di vegetazione non pud essere riversata direttamente nei fiumi e sul suolo. La componente
organica contiene proteine, lipidi, zuccheri solubili (glucosio, saccarosio, fruttosio), polisaccaridi

(emicellulose e pectine), oligosaccaridi, polioli. (Lorenzini, 2011).

Parametro Intervallo
Sostanza seccal %c ) 6,33-7.19
pH 4,56
Materiale organico ( %) 3-16

CiIN 52,3 54,3
P,0s (/1) 0.31-07
K.O (gl 237108
Ca (g/1) 0.2 0,64
Na (g/l) 011 -042
Mg (mg/) 44 - 220
Fe (mg/T) 18,3 - 120
Cu (mg/l) 1.5-6
Mn (mgT) 1.1 -12
Znimgl) 2412
Densita (g/em’) 1,02 — 1,048
Lipidi { &) 003-2
Carboldrati ( %) 1-8
Sostanze agotate (%) 1,2-24
Fenoll i %) 0,34 1,13
COoD gy’ 40— 220
BODsig/l)* 15— 120

Tabella 3: Caratteristiche chimico-fisiche delle acque reflue di frantoio(Morillo et al. 2009; Amirante 2011 )

Nell’acqua di vegetazione il contenuto in fenoli pud raggiungere i 10 g/L: questa quantita
rappresenta il 98% dei fenoli presenti inizialmente nella drupa, infatti solamente il 2% dei fenoli ¢
trasferito all’olio (Tafesh, 2012).

I principali composti fenolici presenti nell’acqua di vegetazione delle olive sono il tirosolo (p-
HPEA) 0,02 g/L, I'idrossitirosolo (3,4- DHPEA) 0,01 g/L, oleuropeina aglicone (3,4-DHPEA-
EDA) 4,1 g/L e il verbascoside 0,7 g/L (Servili et al., 2011); naturalmente sono stati individuati

anche tutta una serie di altri composti fenolici (tabella 4)
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L’idrossitirosolo presente nell’acqua di vegetazione sembra che si formi a causa dell’idrolisi
dell’oleuropeina durante il processo di produzione dell’olio d’oliva, oppure a causa di un idrolisi

acida dei derivati secoiridoidi (Lorenzini, 2012).

(Mewropeina aglicone

* Decarbossimetil oleuropeina aglicone,

o lsomero dell’cleuropeina  aglicone  (34-
DHPEA-EA, dove EA sta per “aldeide acido
elenolico™)

Secoindoidi derivati o Ligustroside aglicone (p-HPEA-EA)

»  Verbascoside

* Forma dialdeidica dell’ acido elenolico (EDA)
legata al 3.4-DHPEA (3. 4-DHPEA-EDA)

= Forma dialdeidica dell’acido elenolico legata
al p-HPEA|(p-HPEA-EDA)

Acidi Fenolici o Acido vanillico e caffeico

=  Tirosolo (p-HPEA o p-idrossifeniletanolo)

Eenil alcoli e Idrossitirosolo (3 4-DHPEA 0 34
diidrossifeniletanolo).

* [Luteolina

Flavonoich
* Luteolina 7-glucoside
s Metili oleoside estere
Estern
*  (Jeoside dimetil estere
 Entrodiclo
Tr-terpeni

s Acido oleanolico

Acido maslinico

Tabella 4: Composti fenolici individuati nelle acque reflue di frantoio(Lorenzini, 2011)
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1.4 ESTRAZIONE DEI COMPOSTI FENOLICI DALL’ACQUA DI
VEGETAZIONE

1.4.1METODI PER LO SMALTIMENTO DEI SOTTOPRODOTTI DELLA PRODUZIONE
DELL’OLIO D’OLIVA

L’acqua di vegetazione ottenuta dalla produzione dell’olio d’oliva (OVW olive vegetation water)
presenta un notevole problema dal punto di vista ambientale. Nel corso degli anni si sono ipotizzati
vari metodi di smaltimento ed applicazione dei sottoprodotti della lavorazione delle olive (sansa e

acqua di vegetazione):

¢ biorisanamento dei reflui attraverso trattamenti chimico-fisici o biologici

e ammendamento naturale: le sanse vergini vengo sparse in modo controllato sul terreno come

fertilizzante

e produzione di compost a partire dalle sanse

e utilizzo come combustibile: trattamento combinato di sansa e acqua di vegetazione

e conversione in biocarburanti: si parte dai rifiuti ligno-cellulosici come la sansa che viene

biodegradata in appositi serbatoi

e substrato per la crescita batterica: partendo da acque reflue combinate con altri substrati solidi,

si permette la crescita di microrganismi con un aumento della loro biomassa

e produzione di biopolimeri ed enzimi partendo dai reflui del frantoio: I’attenzione principale ¢

quella di ottenere plastiche biodegradabili

e fertirrigazione: spandere 1’acqua di vegetazione sul terreno come fertilizzante per specie

arboree

® bio-integratori agricoli: polimeri organici, estratti da acque di vegetazione, e trasformati in
derivati metallici sono risultati fitotossici, da qui la possibilita di utilizzare le frazioni

polimeriche come bio-integratori metallici

e arricchimento dell’olio: a partire da un concentrato fenolico, ottenuto da acque reflue di

frantoio, ¢ stato eseguito un arricchimento, in termini di profilo fenolico, di un olio. Questo
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aumento della componente fenolica ha generato miglioramenti nei confronti delle proprieta
salutistiche, sensoriali e della shelf-life di questo prodotto.

¢ isolamento di composti fenolici: i composti fenolici possono essere impiegati come integratori
nella formulazione di mangimi per la dieta di animali da produzione, quali per esempio il suino

pesante (Lorenzini, 2011)

Un'altra possibilita ¢ quella di isolare i composti fenolici dall’acqua di vegetazione del frantoio ed
utilizzarli come arricchimento nella produzione di alcuni alimenti: produrre alimenti funzionali a
base di latte fermentato oppure aggiungere i composti fenolici nell’impasto di insaccati da
stagionare.

Da questa ultima considerazione nasce la necessita di estrarre ed isolare i composti fenolici

dall’acqua di vegetazione della produzione dell’olio d’oliva (OVW).

1.4.2 OTTENERE CPC DALL’ACQUA DI VEGETAZIONE

I composti fenolici sono ottenuti in un aggregato che si chiama concentrato fenolico crudo (CPC)
mediante il passaggio dell’acqua di vegetazione (OVW) in una serie di membrane; tutto questo
entro 24 ore dall’estrazione dell’acqua stessa.

L’acqua di vegetazione ¢ stata preventivamente trattata con enzimi ad attivita emicellulosica-
pectinasica (Preparazione enzimatica O S-Max, OE Italia Srl, Marsala, Italia). Tale preparato
enzimatico ¢ stato aggiunto all’acqua di vegetazione (500 gr/t) e fatto agire a temperatura ambiente
(20°C) per 12 ore. Successivamente 1’acqua ¢ stata sottoposta ad microfiltrazione a membrana,
ultrafiltrazione ed osmosi inversa come riassunto nel flow-chart (Figura 11). Tutto il processo ¢
avvenuto a temperatura controllata (20°C) attraverso uno scambiatore di calore, ed in atmosfera
satura di N, per ridurre la quantita di O, nello spazio di testa dei contenitori durante e dopo il
processo di filtrazione. Per la microfiltrazione ¢ stata impiegata una membrana tubolare in
polipropilene (pori di 0,1-0,3 um) con una superficie totale di 8 m?. L’ultrafiltrazione & invece
eseguita con due membrane a spirale in poliammide e tracce di polisulfone, (pori di 7 kDa) con una
superficie totale di 16 m”. Nella fase di osmosi inversa & stata invece impiegata una membrana a
spirale ed a film-sottile (TFM), composta da Durasan ™ e polisulfone con una superficie totale di 9
m”. Questa membrana & in grado di trattenere molecole con un peso di 100 Dalton. Tutte le

membrane sono state acquistate da Permeare S.r.1. (Milano,Italia).
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ACQUADI VEGETAZIONE

TRATTAMEN*O ENZIMATICO

4

MICROFILTRAZIONE |1

CONCENTRATO PERMEATO

ULTRAFILTRAZIONE ﬁ

CONCENTRATO PERMEATO

3

| 0SMOSIINVERSA |

PERMEATO CpC

Figura 11: Flow-chart di produzione del concentrato crudo fenolico (CPC) (Servili et al.,2011)

Il CPC ottenuto presenta un contenuto in fenoli totali di 19,3 g/L e la sua composizione si puo

riassumere nella figura 12:

Compound ovwW CPC

Phenols (g1}

3,4-DHPEA? 001 (0,01 003 (0,003 b
p-HPEA 002 (0.04)a 0.01 {0,001}
3,4-DHPEA-EDA a1 (0.1)a 169 (1.7)b
Verbascoside 0.7 (0.1} 24 (02}b
Total phenols 449 (D2}a 193 (1.7}b
Vaolarile compounds (agT)

Aldefpedes

Hexanal® 1410 (106)a 1010 (75.5)b
(E-2-Pentenal 440 {29)a 395 (256)b
(E}-2-Hexenal 187 {14k 1280 (2461
Alcohols

1-Penten-3-ol 677 (372)a 930 (381
1-Pentanol 442 {368)a 970 {63.1}b
(E-2-Penten-1-ol 828 {538)a 5120 {333p
1-Hexanol 2590 (142) 9550 (406 b
(E:-3-Hexen-1-ol 350 {192)a 9100 {65.1}b
(Z}-3-Hexen-1-ol 2840 (156% 57350 (315%h
(#-2-Hexen-1-ol 870 (478)a 14320 (788}b
Esters

Hexyl acetate nd. nd.

(ZF3-Hexenyl acetate nd. n.d.

OVW = alive-vegetation water, CPC=cude phenolic concentrate; nad. = not
detected.

* The phenolic and the volatile contents are the mean values of four independent
experiments; numbers in parentheses represent + standard deviation. Values in
cach row relative to the two methods bearing the same letter next to the value were
not significantly different (p <001}

Figura 12 :composizione dei composti fenolici e volatili nell’acque di vegetazione e nel concentrato crudo
fenolico (Servili et al., 2011)
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La determinazione dei composti fenolici nel CPC ¢ avvenuta attraverso un’analisi HPLC, secondo
quanto riportato da Servili et al., (2011) e da questa analisi emerge come I’oleuropeina aglicone
(3,4-DHPEA-EDA) sia il composto fenolico maggiormente presente con una concentrazione di 16,9
g/L, seguito dal vebascoside 2,4 g/L; nel CPC sono presenti anche tirosolo (p-HPEA) ed
idrossitirosolo (3,4-DHPEA) rispettivamente con 0,01 g/L e 0,03 g/L.

La bassa concentrazione dell’idrossitirosolo (3,4-DHPEA) nel CPC ¢ dovuta all’immediato
trattamento dell’acqua di vegetazione dopo il processo di estrazione dell’olio d’oliva: 1’idrolisi
dell’oleuropeina aglicone (3,4-DHPEA-EDA) causa un incremento di idrossitirosolo nell’acqua di
vegetazione durante lo stoccaggio, ma nella produzione del CPC non avviene questo stoccaggio e
quindi I’idrolisi dell’oleuropeina aglicone risulta molto rallentata. (Servili et al., 2011)

Il CPC non ¢ la forma ideale in cui aggiungere i composti fenolici ad un insaccato da fermentare, di

fatti il CPC ¢ stato ulteriormente purificato come di seguito.

1.4.3.PURIFICAZIONE CPC: OTTENIMENTO DEL VWPE

Attraverso un estrazione liquido-liquido 100 ml CPC sono stati miscelati con 50ml di etile acetato
per un minuto, successivamente la fase organica ¢ stata recuperata mentre il residuo acquoso ¢ stato
sottoposto ad un’ulteriore estrazione.

L’acqua in eccesso ¢ stata eliminata con sodio solfato anidro aggiunto fino alla saturazione. Quindi
la fase organica ¢ stata filtrata su filtro di carta ed esposta alla vaporazione per rimuovere il
solvente. Sono seguiti tre lavaggi con etanolo e ’estratto ¢ stato fatto evaporare per rimuovere
I’etile acetato residuo. Infine I’estratto ¢ stato sospeso in etanolo per permettere lo stoccaggio a
-80°C al riparo da fonti luminose.

La purezza del VWPE (vegetation water phenolic extract) ¢ del 65%, la composizione fenolica

dell'estratto (g/Kg) ¢ riportata in tabella 5 (Piccoli, 2012) e in figural3 .

3.4 DHPEA (idrossitirosolo) 727206
p-HPEA (Tirosolo) 178x01
3 4DHPEA-EDA 471,719
VERBASCOSIDE B36x10
Somma frazioni fenoliche 645723
Contenuto fenolico 63

Tabella 5: Composizione dell'estratto fenolico (VWPE) utilizzato per la prova in vitro e come

additivo nelle salsicce (Piccoli, 2012).
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Verbascoside

Decarbossimetil oleuropeina
aglicone (3,4-DHPEA-EDA)

OH
HO

OH HO

Idrossitirosolo (3,4-DHPEA) Tirosolo (p-HPEA)
Figura 13: formule dei fenoli che costituiscono I’estratto fenolico (VWPE)

1.5.AZIONI DEI FENOLI ESTRATTI DALL’ACQUA DI VEGETAZIONE

Al termine dell’estrazione dei composti fenolici si ottengono 2 fenil alcoli (tirosolo ed
idrossitirosolo) e 2 derivati dei secoiridoidi (oleuropeina aglicone e verbascoside), quest’ultimi piu
concentrati dei primi. Tutti e quattro questi composti sono composti fenolici idrofili, perché sono
riusciti a passare nelle acque di vegetazione da cui sono e stati estratti, questo ¢ determinato da un

basso coefficiente di ripartizione Kp (olio/acqua) dei biofenoli in particolare come riportato nella

Tabella 6: Coefficiente di ripartizione di alcuni composti presenti nell’olio e nell’acqua di vegetazione
(Rodis et al., 2002).

COMPOSTI Kp (coefficiente di partizione)
Oleuropeins (0, (N
Idrossitirosolo (3,4-DHPEA) 0, 0100
Acido protocatechico (0350
Tirosolo (p-HPEA) 00770
Acido caffeico (3 (IBG0
14-DHPEA-EDA 0, 1890}
14-DHPEA-EA 1, 4900

Come detto in precedenza, i composti fenolici presentano numerose proprieta utili nei confronti
della salute umana, prima fra tutte la funzione antiossidante. Per tale motivo ¢ consigliato il

consumo di composti fenolici nella prevenzione di malattie come i tumori, I'arteriosclerosi,
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I'invecchiamento cellulare, oltre che nella prevenzione di malattie degenerative: questi composti
vanno a contrastare la formazione di radicali liberi che causano il danno cellulare. Alcuni composti
fenolici hanno mostrato su alcune linee cellulari (piastrine, leucociti, macrofagi...),rilevanti per le
patologie umane, un'azione di modulazione degli enzimi come la lipossigenasi, la ciclossigenasi, la
NADPH ossidasi e la ossidonitrico sintasi. L'idrossitirosolo (3,4-DHPEA), per esempio, ha mostrato
una serie di funzioni tra cui quella di inibire I'aggregazione piastrinica e quella di inibire la
produzione ad opera di leucociti umani di molecole pro-infiammatorie. Inoltre sembra che i
composti fenolici agiscano sull'endotelio vascolare e regolino la pressione sanguigna. Un’altra
funzione dei composti fenolici ¢ quella di regolare 'attivita immunitaria agendo sullo sviluppo di
alcuni tumori come quello della pelle. Infatti l'idrossitirosolo sembra inibire le mutazioni a carico
del DNA e la nitrazione delle tirosine, ad opera dei perossinitriti, mostrando un effetto protettivo da

malattie degenerative e croniche (Piccoli, 2012).

1.5.1 AZIONE ANTIOSSIDANTE NEGLI ALIMENTI

I composti fenolici estratti dalle acque di vegetazione presentano un’azione antiossidante anche nei
confronti dei grassi degli alimenti in cui sono presenti, difatti gia nell’olio d’oliva 1 fenoli
proteggono da eventuali ossidazioni indesiderate dei lipidi.

Genericamente per antiossidante si intende una sostanza che, addizionata in basse concentrazioni
comparate con quella del substrato ossidabile (come gli acidi grassi insaturi), ¢ in grado di ritardare
o prevenire significativamente 1’ossidazione del substrato stesso. Da qui si capisce che il ruolo degli
antiossidanti ¢ quello di estendere la shelf-life di un alimento.

In base al meccanismo d’azione gli antiossidanti possono essere suddivisi in

® antiossidanti primari
sostanze riducenti che si ossidano al posto dell’alimento, si tratta di composti accettori di
radicali liberi, che quindi ritardano o interrompono la propagazione dell’auto o
fotossidazione. Gli antiossidanti primari sono molto efficaci nelle fasi di induzione o
iniziazione, mentre in presenza di elevate quantita di perossidi non hanno un’elevata attivita

antiossidante.

® antiossidanti secondari
si tratta di sostanze in grado di ridurre gli antiossidanti primari, quando questi hanno reagito
con I’alimento, rendendo I’antiossidante primario nuovamente disponibile per reagire con
nuove specie radicaliche. I principali meccanismi d’azione di questi antiossidanti sono: la
chelazione di metalli prossidativi, oxygen scavengers (liberano il sustrato dall’ossigeno
sequestrandolo), singlet oxygen quenchers (disattivare 1’ossigeno singoletto), agenti
riducenti (riducono gli antiossidanti primari ossidati).Il ruolo di questi antiossidanti ¢ quindi

sinergico all’attivita degli antiossidanti primari. (Conte, 2004)
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I composti fenolici dell’olio d’oliva e delle acque di vegetazione vengono considerati degli
antiossidanti primari visto presentano attivita di scavenging contro I’anione superossido (O™") ed
idrogeno perossido (H,0,) e soprattutto impediscono la generazione di specie reattive dell’ossigeno
(ROS) (Lorenzini, 2011). Gli antiossidanti fenolici inibiscono 1’ossidazione lipidica catturando un

radicale perossido (ROO") secondo due meccanismi:

ROQOe + ArOH — ROOH + ArOe
ROe + ArO* — ROOAr

Figura 14: reazioni tra un antiossidante fenolico e un radicale perossido

dove ArOH ¢ il composto fenolico antiossidante, mentre ArOe ¢ un radicale aromatico con una
reattivita molto bassa per 1 lipidi, infatti la formazione di ArOe riduce la velocita di propagazione
dell’ossidazione lipidica. 1l radicale dell’antiossidante stabilizza 1’elettrone spaiato per risonanza,
grazie all’anello aromatico, e partecipa alla fase di terminazione.

Nella prima reazione il radicale idroperossido ROQOe sottrae un idrogeno radicalico
dall’antiossidante, si formano cosi un radicale aromatico ArOe e un idroperossido ROOH. Nella
seconda reazione i due radicali (ArOe® e ROe ) si combinano formando un dimero non radicalico
(ROOAr). Bisogna ricordare che gli ortodifenoli come [I’idrossitirosolo (3,4-DHPEA) e
I’oleuropeina presentano una maggiore attivita antiossidante rispetto a quella di fenoli con minor
ingombro sterico, ovvero meno gruppi ossididrilici attaccati all’anello benzenico, come il tirosolo
(p-HPEA) (Gambacorta et al., 2009).

In uno studio del 1988 si paragonavano il potere antiossidante di cinque composti aggiunti
singolarmente a dell’olio d’oliva raffinato e conservato al buio a 50 °C; alla fine dello studio si ¢
(butilidrossitoluene)>oleuropeina>tirosolo. L’idrossitirosolo che risulta avere 1’attivita antiossidante
piu elevata, ¢ anche il composto che si degrada piu velocemente (Conte, 2004).

Essendo I’acqua di vegetazione ricca di composti fenolici quali oleuropeina aglicone (3,4-DHPEA-
EA), idrossitirosolo (3,4-DHPEA), tirosolo (p-HPEA), verbascoside, vista 1’azione antiossidante di
questi composti, esiste la possibilita di utilizzare un estratto fenolico (ottenuto da un sottoprodotto
della lavorazione dell’olio), come una miscela di antiossidanti naturali da poter aggiungere nella

preparazione di alcuni alimenti con lo scopo di prolungarne la shel-life degli alimenti stessi.
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2.SCOPO DELLA TESI

Gli obbiettivi del presente lavoro sono :

1. verificare l'effetto di un estratto fenolico ottenuto dalle acque di vegetazione del frantoio
sulla componente lipidica di un IMPASTO PER INSACCATO da stagionare.

2. verificare I'effetto di un estratto fenolico ottenuto dalle acque di vegetazione del frantoio

sulla componente lipidica di un insaccato stagionato, affettato, posto in atmosfera

modificata, stoccato a 4°C ed esposto alla luce
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3.MATERIALI E METODI

3.1.PREPARZIONE DEI SALAMI

3.1.1 SALAMI INTERI
La logica nella preparazione dei salami ¢ stata quella di ottenere 24-26 salami da circa 0,300 kg per

ognuna delle tre tesi principali:

1. CONTROLLO: salami che hanno come ingredienti il tritato di carne, il sale (2,6% sul peso del

salame), gli starter microbici (0,0125% sul peso) e il glicerolo (2% sul peso del salame)

2. L1: salami che presentano come ingredienti il tritato di carne, il sale (2,6% sul peso del salame),
il glicerolo (2% sul peso del salame) gli starter microbici (0,0125% sul peso del salme ovvero

12,5g su 100kg salame) e 75mg/100g impasto di estratto fenolico purificato al 65%.

3. L2: salami che presentano come ingredienti il tritato di carne, il sale (2,6% sul peso del salame),
il glicerolo (2% sul peso del salame) gli starter microbici (0,0125% sul peso del salame ovvero

12,5g su 100kg salame) e 150mg/100g impasto di estratto fenolico purificato al 65%.

4. In aggiunta si vogliono ottenere almeno 8 salami normali, detti BIANCO perché contengono
solo: il tritato di carne, il sale (2,6% sul peso dei salami) e gli starter microbici (0,0125% sul

peso del salame ovvero 12,5g su 100kg salame).

Quindi in totale si volevano ottenere all’incirca 86-90 salami da 0,300 kg.
Nel caso reale 1 salami prelevati per effettuare le analisi chimiche sulla componente lipidica sono
stati prelevati da un pool di 86 salami (42 coppie e 2 singoli) destinati anche ad altre analisi come
I’analisi microbiologica e altre valutazioni chimiche (determinazione del contenuto di cloruri,
proteina grezza, azoto non proteico, umidita, pH, aw).
Per la preparazione dei salami sono state utilizzate 4 spalle disossate di suino e 3 pancette sempre di
suino, reperite presso un macello. Le spalle sono considerate dei tagli magri, mentre le pancette
sono considerate dei tagli grassi. Nella preparazione dei salami, oltre ai tagli di carne, sono stati
aggiunti altri ingredienti quali:
- colture di avviamento ‘“starter microbici” delle specie Pediococcus pentosaceus e
Staphylococcus xylosus.
- sale marino grosso
- glicerolo concentrato al 90%
- estratto fenolico purificato concentrato al 65% la cui composizione si puo vedere nella
tabella 7
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Composizione fenolica mg/gr degli estratto ottenuto dal

concentrato dell’acqua di vegetazione .
Estratto 6B
3,4 DHPEA 71,5 £ 1,0
p-HPEA 18,6 £ 0,9
3-4 DHPEA-EDA 469,3 + 3,3
Verbascoside 86,8 + 5,2
Somma frazioni fenoliche 646,3 + 6,2
Contenuto fenolico % 65

Tabella 7: Composizione dell'estratto fenolico (VWPE) usato nella preparazione di dei salami (Taticchi e
Servili,2012)

La preparazione puo essere suddivisa in varie fasi:

a. pulitura dei tagli di carne

le 4 spalle sono state pulite togliendo il grasso di copertura con un coltello, mentre le 3 pancette
sono state pulite togliendo un po’ di membrana connettivale sempre con il coltello.
I tagli di carne sono stati ridotti in pezzi (in modo da poter poi essere inseriti nel tritacarne) e

posizionati in bacinelle di acciaio pulite

b. macinazione della carne

dopo che i tagli di carne sono stati puliti dalle parte superflue e ridotti in pezzi vengono inseriti
alternativamente pezzi di spalla e di pancetta nel tritacarne “Cavalli Meat Processing Machinery
S.r.1.” modello TCS 22: il macchinario in questione presenta dei coltelli che macinano insieme i vari
tagli di carne. Dal tritacarne, attraverso una griglia con fori di diametro intorno 0,5 cm, escono 35

kg di tritato di carne composto per circa il 70% da parte magra e per circa il 30% da parte grassa.

¢. miscelazione dell’ impasto

Siccome al termine della preparazione i salami presenteranno una concentrazione di ingredienti
diversa in funzione alla tesi, il tritato viene diviso in 4 parti:

- 4-5 kg sono destinati per preparare i salami della tesi BIANCO,

- 10 kg sono destinati per preparare i salami della tesi CONTROLLO,

- 10 kg sono destinati per preparare i salami della tesi L1,

- 10 kg sono destinati per preparare 1 salami della tesi L2.
Nella tesi BIANCO per ottenere 4kg di miscelato (tritato, sale e starter microbici) una parte del
tritato viene posto in un miscelatore “Cavalli Meat Processing Machinery S.r.l.” modello IMP 50
bipala: il miscelatore ¢ una macchina che presenta delle pale le quali mescolano il tritato con gli

altri ingredienti e riduce il diametro delle particelle del tritato stesso. Nel miscelatore vengono
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aggiunti, tramite un imbuto, il 2,6% sale (quindi in questo casol04g) e lo 0,0125% di starter
microbici (quindi in questo caso si tratta di 0,5 g). Alla fine si aggiunge il resto del tritato per
raggiungere 1 4 kg di miscelato: tritato= (4kgmiscelato — (2,6% sale+0,0125% starter)). Per
miscelare al meglio tutti gli ingredienti le pale del miscelatore vengono fatte ruotare per una decina

di volte in un senso e poi nell’altro.

Nella tesi CONTROLLO per ottenere 10 kg di miscelato (tritato, sale, starter microbici, glicerolo)
una parte del tritato viene posto in un miscelatore “Cavalli Meat Processing Machinery S.r.l.”
modello IMP 50 bipala: il miscelatore ¢ una macchina che presenta delle pale le quali mescolano il
tritato con gli altri ingredienti e riduce il diametro delle particelle del tritato stesso. Nel miscelatore
vengono aggiunti, tramite un imbuto, il 2,6% sale (quindi in questo cas0260g),lo 0,0125%di starter
microbici (quindi in questo caso si tratta di 1,25 g). Successivamente viene aggiunto un 2% di
glicerolo al 90%, quindi nel nostro caso sono stati aggiunti 200g. Alla fine si aggiunge il resto del
tritato per raggiungere i 10 kg di miscelato: tritato= (10kgmiscelato — (2,6% sale+0,0125% starter+
2% glicerolo)). Per miscelare al meglio tutti gli ingredienti le pale del miscelatore vengono fatte

ruotare per una decina di volte in un senso e poi nell’altro.

Nella tesi L1 per ottenere 10 kg di miscelato una parte del tritato viene posto in un miscelatore di
“Cavalli Meat Processing Machinery S.r.1.” modello IMP 50 bipala: il miscelatore ¢ una macchina
che presenta delle pale le quali mescolano il tritato con gli altri ingredienti e riduce il diametro delle
particelle del tritato stesso. Nel miscelatore vengono aggiunti, tramite un imbuto, il 2,6% sale
(quindi in questo caso 260g),lo 0,0125%di starter microbici (quindi in questo caso si tratta di
1,25g). Successivamente vengono aggiunti :
- un 2% sul peso del tritato, di glicerolo al 90%, quindi nel nostro casosono stati aggiunti
200g.
- 11,36 g di estratto fenolico purificato al 65% in modo da ottenere una concentrazione di
composti fenolici pari a 75mg/100g salame
Il glicerolo serve a veicolare 1 composti fenolici nel tritato in modo che si distribuisca
omogeneamente nel miscelato. Alla fine si aggiunge il resto del tritato per raggiungere i 10 kg di
miscelato: tritato= (10kgmiscelato — (2,6% sale+0,0125% starter+ 2% glicerolo+ 11,36g estratto

fenolico)).

Nella tesi L2 per ottenere 10 kg di miscelato una parte del tritato viene posto in un miscelatore di
“Cavalli Meat Processing Machinery S.r.1.”” modello IMP 50 bipala: : il miscelatore ¢ una macchina
che presenta delle pale le quali mescolano il tritato con gli altri ingredienti e riduce il diametro delle
particelle del tritato stesso. Nel miscelatore vengono aggiunti, tramite un imbuto, il 2,6% sale
(quindi in questo cas0260g),lo 0,0125%di starter microbici (quindi in questo caso si tratta di 1,25

g).
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Successivamente vengono aggiunti :
- un 2% sul peso del tritato, di glicerolo al 90%, quindi nel nostro caso sono stati aggiunti
200g.
- 2272 g di estratto fenolico purificato al 65% in modo da ottenere una concentrazione di
composti fenolici pari a 150mg/100g salame
Alla fine si aggiunge il resto del tritato per raggiungere i 10 kg di miscelato: tritato= (10kgmiscelato
—(2,6% sale+0,0125% starter+ 2% glicerolo+ 22,72g estratto fenolico)).

Per miscelare al meglio tutti gli ingredienti le pale del miscelatore vengono fatte ruotare per una
decina di volte in un senso e poi nell’altro.

Il miscelato di ogni tesi € stato posto in una bacinella di acciaio inox dedicata.

Va precisato che in un primo momento si ¢ preparato ed insaccato il miscelato della tesi B, in un
secondo momento si ¢ si & preparato ed insaccato il miscelato della tesi C. Successivamente si ¢ si
¢ preparato ed insaccato il miscelato della tesi L1 ed infine si ¢ si ¢ preparato ed insaccato il
miscelato della tesi L2.

d. insacco e pezzatura salami

Tutti e 4 1 miscelati sono stati processati nello stesso modo.

Si mette il miscelato in una macchina insaccatrice “Cavalli Meat Processing Machinery S.r.1.”
modello ID 25V che compatta il miscelato e lo fa uscire da un tubo del diametro di 5 cm, al quale si
attacca il budello naturale. Il risultato: un lungo insaccato che viene posto in bacinelle di acqua
calda in modo da facilitare lo scorrimento del miscelato nel budello. Successivamente un esperto
salumiere procede alla pezzatura dei salami legando due spaghi all’estremita di ogni porzione e poi
tagliando il budello. Successivamente si procede a bucherellare il budello di ogni salame per tutta la

sua superficie. I salami vengono poi accoppiati a2 a2 e posti a sgocciolare.

Si annota quanti sono i salami per quella tesi e si lega uno spago colorato per identificare i salami di
una tesi da quelli di un’altra. Ad ogni salame viene dato un numero identificativo.

Alla fine risultavano 9 salami per la tesi BIANCO, 23 salami per la tesi CONTROLLO, 30 salami
per la tesi L1, 24 salami per la tesi L2.

€. asciugatura e stagionatura

i salami sono stati posti in un armadio di stagionatura a 21°C con abbassamento della temperatura
di 1°C/giorno fino ad arrivare a 16°C il quinto giorno. Dopo il quinto giorno la temperatura ¢ stata

impostata a 12+1°C. L’umidita era compresa fra valori di 70-90%.

Per I’analisi sono stati prelevati 2 salami per ogni tesi (per la tesi BIANCO questo non ¢ stato
sempre possibile visto il numero ridotto di salalmi) a tempi ben precisi di stagionatura quali
- TO: giorno dell’insacco dei salami,
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- T3: 3 giorni dall’insacco,
- T10: 10 giorni dall’insacco,
- T20: 20 giorni dall’insacco,
Siccome le analisi sulla componente lipidica, non potevano essere svolte nell’immediato, i salami

sono stati messi sottovuoto e posti in congelatore a -80.

3.1.2 SALAMI ESPOSTI

34 salami di tutte le tesi in esame, sono stati stagionati fino a 30 giorni dall’insacco. Questi salami
sono stati ridotti in fette da 1 cm, messi in delle vaschette di plastica, e grazie alla macchina
ORVED VGP le vaschette sono state sigillate con una pellicola di plastica ed ¢ stata sostituita 1’aria
con una miscela di 70% N, e 30% CO, Le vaschette sono poi stoccate in un banco frigo a 4°C con
alternanza di 12 ore di luce e altrettante di buio, per un periodo totale di 30 giorni. Su ogni vaschetta
¢ stata mantenuta la codifica del campione in modo da poter risalire alla tesi. I salami sono stati
prelevati dal banco frigorifero ad tempi ben precisi di esposizione quali

- TO: O giorni di esposizione,

T10: 10 giorni di esposizione,

T20: 20 giorni di esposizione,

T30: 30 giorni di esposizione

Siccome le analisi sulla componente lipidica, non potevano essere svolte nell’immediato, i salami
sono stati messi sottovuoto e posti in congelatore a -80°C. La logica del prelievo era quella di avere
almeno 2 salami/vaschette per ogni tesi, in modo da poter dei risultati in doppio al termine
dell’analisi: per la tesi BIANCO non ¢ sempre stato possibile prelevare 2 salami, visto il numero

ridotto di pezzi.

3.2.ANALISI CHIMICA SULLA FARZIONE LIPIDICA

3.2.1 ESTRAZIONE E DETERMINAZIONE QUANTITATIVA DEL GRASSO

L’estrazione del grasso ¢ stata effettuata secondo il metodo di Folch et al. (1957), modificato come
segue.

Si macina campione con Retsch a 0,40 giri/s per 5 secondi e si preleva un’aliquota di 7,5g
mettendola in colonne con filtro e rubinetto. Si lava ogni aliquota con circa 130ml di miscela
diclorometano/metanolo 2:1 (17 ml per g campione pesato) € si omogenizza il campione con
UltraTurrax (T25 BASIC IKA WERKE) ad una velocita di 11.000 giri/min per 2 minuti, il filtrato
viene raccolto in beute codate. Al filtrato viene aggiunta una soluzione NaCl 0,58% p/V in
proporzione al 20% del peso del filtrato; il tutto viene agitato, messo in imbuti separatori e lasciato

decantare una notte al buio sotto cappa in modo che si separino le fasi della miscela.
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Dopo una notte si osserva una separazione di fase: nella fase inferiore si concentrano i lipidi. La
fase inferiore viene filtrata in presenza di sodio solfato anidro (Na,SO,4 anidro) in palloni da 100ml

che vengono pesati (prima vuoti e poi lordi)

Determinazione quantitativa del contenuto di grasso

Per avere una determinazione quantitativa del contenuto di grasso si preleva un aliquota di filtrato
dal pallone di raccolta e la si mette in una provetta. La provetta viene lasciata sotto-cappa (accesa)
per almeno 48h, in modo che tutto il diclorometano evapori e rimanga poi solo il grasso sul fondo.
Attraverso un serie proporzioni si riesce ad ottenere 1 grammi di grasso/100g salame preso in esame,
bisogna conoscere:
a. il peso netto (3 cifre decimali) dell’aliquota di campione prelevata dal campione
b. il peso netto (3 cifre decimali) del filtrato nel pallone: rappresenta il diclorometano usato per
quell’aliquota di campione (circa 7,5g) e il grasso presente in quell’aliquota di campione
c. il peso netto (4 cifre decimali) dell’aliquota di filtrato trasferita nella provetta
il peso netto (4 cifre decimali) del grasso rimasto nella provetta dove abbiamo traferito

I’aliquota di filtrato

poi si fa una semplice proporzione mettendo in rapporto il grasso con il filtrato (dove c’¢ solo

grasso e diclorometano) come qui di seguito.

PESO GRASSO NELLA PROVETTA(d): PESO ALIQUOTA FILTRATO NELLA PROVETTA (c) = PESO
GRASSO NEL PALLONE (INCOGNITA) : PESO FILTRATO NEL PALLONE (b)

PESO GRASSO NEL PALLONE/ PESO ALIQUOTA CAMPIONE(a)*100= %GRASSO

Continuazione estrazione grasso

Il filtrato del pallone viene portato a secco tramite un evaporatore Rotavapor R-210/215 della
B.U.CHI Italia Sr.I, impostando i seguenti parametri: 40°C dell’acqua del bagnetto e 337mbar di
depressione in modo da far allontanare il diclorometano. Nel pallone rimane quindi solo grasso (con
qualche traccia di diclorometano) che viene trasferito in una provetta: in presenza di sovranatante si
aggiunge del Na,SO, anidro, si centrifuga a 4000rpm per Sminuti a 8°C con la centrifuga
EPPENDOREF 5810 R e si toglie tutto il sovranatante con una pasteur.

Successivamente per eliminare eventuali tracce di diclorometano si mette la provetta con il grasso
in un bagno a 40°C e sotto corrente di N,. Nel caso si fosse aggiunto Na,SO4 si procede a
ricentrifugare a 4000rpm per Sminuti a 8°C per far andare sul fondo il sodio solfato anidro.

I campioni vengono posti in frigorifero a 4°C al buio se la determinazione dell’acidita titolabile e
del numero di perossidi ¢ effettuata il giorno seguente, mentre sono posti a -18°C se la

determinazione dell’acidita titolabile e del numero di perossidi ¢ effettuata dopo 2-3 giorni.
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3.2.2 DETERMINAZIONE DEI PRODOTTI SECONDARI DEL PROCESSO DI
IRRANCIDIMENTO: TBARS

La malondialdeide ¢ un marcatore dell’accumulo dei prodotti secondari del processo di ossidazione
lipidica, ¢ idrosolubile e in ambiente acido reagisce con 1’acido Tiobarbiturico (TBA) per formare
un addotto di colore rosa la cui intensita viene misurata in spettrofotometria a lunghezza d’onda di
532nm. La determinazione della malondialdeide ¢ stata effettuata secondo il metodo di Botsoglou
et al., (1994) secondo il seguente schema.
A 2,0 grammi di campione (salame intero) posti in tubo da centrifuga, sono stati aggiunti 8 ml di
una soluzione di acido tricloroacetico (TCA) al 5% e 5 ml di esano con lo 0,8% di BHT (un
antiossidante). Il campione viene omogeneizzato con UltraTurrax (T25 BASIC IKA WERKE) per
30 secondi ad alta velocita (13 000 giri/min) e successivamente centrifugato a 3000 rpm per 3
minuti a 4 °C. Dopo centrifugazione si osservano 3 fasi:

e fase superiore dove si trova principalmente 1’esano

e fase intermedia con un disco composto da connettivo e proteine

e fase inferiore in cui sono presenti il TCA e la malodialdeide
Si allontana la fase superficiale con una pompa per il vuoto, una pasteur e una beuta codata di
raccolta. Il campione viene poi filtrato per allontanare il tappo solido di connettivo e proteine;
successivamente 2,5 ml di filtrato sono stati fatti reagire con 2,5 ml di una soluzione di acido
tiobarbiturico (TBA) 0,02M e posti in stufa a 100°C per 35 minuti. Dopo raffreddamento, si
procede alla misura condotta con spettrofotometro VARIAN modello CARY-1E UV/VIS a 532 e
600 nm. L’assorbanza a 600 nm viene presa come riferimento per verificare 1’andamento
dell’assorbanza dei vari campioni.
Per la seguente analisi ¢ stato preparato un bianco reagenti che ha subito la stessa procedura dei
campioni e che viene letto allo spettrofotometro. Il bianco reagenti viene fatto per osservare se i
reagenti danno un contributo nella reazione (tra TBA e malondialdeide) e nell’assorbanza dei
campioni: quindi I’assorbanza dei reagenti viene poi sottratta a quella letta dei campioni.
La determinazione della concentrazione della malondialdeide si ottiene sfruttando la legge di
Lambert-Beer che mette in relazione la concentrazione di un composto in base alla sua assorbanza
ad una determinata lunghezza d’onda .
L’assorbanza della malondialdeide si ottiene togliendo I’assorbanza dei reagenti:
Assorbanza malondialdeide= Assorbanza letta campione - Assorbanza bianco
Successivamente 1’assorbanza viene normalizzata (ovvero rapportata ad un 1 g di campione) e poi
viene inserita in una equazione della curva di taratura da cui si ricava la concentrazione del
campione: equazione retta taratura y = 77861x + 0,0024 ,dove x ¢ la concentrazione della
malondialdeide in M in 1 g di campione, mentre y ¢ 1’assorbanza. Dalla concentrazione della
malondialdeide in M in 1 g di campione attraverso la MM(massa molecolare)della malondialdeide
si ottiene una concentrazione g malondialdeide /g campione che puo essere trasformata in mg/kg

campione.
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3.2.3 DETERMINAZIONE DEI PRODOTTI PRIMARI DEL PROCESSO DI
IRRANCIDIMENTO: PEROSSIDI

Il numero di perossidi ¢ 1’ indice correlato al prodotto primario del processo di autossidazione
(irrancidimento) del grasso. Gli idroperossidi reagiscono con lo ione ioduro dando origine a iodio
elementare (I,) che viene titolato con sodio tiosolfato (Na,S,03)

Il metodo esprime i milliequivalenti di ossigeno attivo per 1000g di grasso. La determinazione del
numero di perossidi ¢ stata effettuata secondo la metodica AOAC (1990) (1),. modificata come
segue

Si procede a mettere il grasso estratto in stufa a 60 °C per 15 minuti in modo da rendere liquido il
grasso e facilitarne il prelievo. Si pesano circa 500 mg di grasso in un becher e si aggiungono 20 ml
di miscela acido acetico/diclorometano (3/2) per solubilizzare il grasso. Successivamente si
aggiungono 0,5 mL di soluzione di KI satura (si osserva un cambiamento di colore da bianco a
giallo intenso) e si lascia al buio per 2 minuti, in modo che i perossidi reagiscono con il KI.Passati i
2 minuti si aggiungono 75 ml di acqua distillata (il colore passa da giallo a bianco) e alcune gocce
di salda d’amido (con un numero elevato di perossidi la soluzione si colora di blu). La miscela
ottenuta viene titolata con sodio tiosolfato (Na,S,03) N/10 o N/100 fino al cambiamento di colore
da blu a bianco.

In base al volume di sodio tiosolfato (Na,S,03) ,alla concentrazione dello stesso e al peso del grasso

usato per 1’analisi, otteniamo il numero di perossidi grazie alla formula riportata qui di seguito

Numero di perossidi (meq. O 2/1000g grasso) = Vsx Nx 1000/p

Vs = mi di Na,S,03 N/10 del' campione
N = normalita della soluzione

p = massa del campione di grasso

3.2.4 DETERMINAZIONE DELL’ACIDITA’ TITOLABILE

L’acidita ¢ un parametro che esprime la quantita ponderale di acidi grassi non esterificati. E’
rappresentata dalla quantita di KOH o NaOH (mg) necessaria a neutralizzare 1g di materia grassa.
Puo essere svolta anche su quantitativi di grasso inferiori al grammo. L'acidita ¢ conseguenza diretta
del rilascio degli acidi grassi dovuto al fenomeno “dell’idrolisi dei trigliceridi”, prima parte del
processo complessivo di degradazione lipidica, noto anche come irrancidimento idrolitico .Gli acidi
grassi liberi sono il bersaglio dell’ossidazione lipidica, quindi piu sono presenti, piu ¢ probabile che
si formino composti primari (perossidi) e secondari(composti a basso peso molecolare come aldeidi,
chetoni, idrocarburi, alcoli...) dell’ossidazione lipidica.

La determinazione dell’acidita titolabile ¢ stata effettuata secondo la metodica AOAC (1990) (2),.
modificata come segue
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Si procede a mettere il grasso estratto in stufa a 60 °C per 15 minuti in modo da rendere liquido il
grasso e facilitarne il prelievo. Si pesano circa 500 mg di grasso in un becher, si aggiungono 20 ml
miscela etere di petrolio/etanolo (2/1) per solubilizzare il grasso. Successivamente si titola il grasso
con NaOH o KOH circa 5%10 N in presenza di fenoftaleina.

Se NaOH ¢ troppo concentrato lo si diluisce in rapporto 1:10. L’importante ¢ determinare il titolo
esatto della soluzione di NaOH titolando 2ml HC1 0,1 N in presenza di fenoftaleina.

In base al volume di NaOH) ,alla concentrazione dello stesso e al peso del grasso usato per I’analisi,
otteniamo % acido oleico, sfruttando la MM( massa molecolare) dell’acido oleico, grazie alla

formula riportata qui di seguito
% acido oleico =V x N x 28,2/p

V=volume di NaOH in ml usato per titolare
N= normalita dell’NaOH usato per titolare

p=peso in grammi del grasso da titolare

3.3.PARAMETRI DI STAGIONATURA

3.3.1 DETERMINAZIONE DEL pH

Il pH ¢ stato misurato in 2 salami per tesi ad ogni tempo di stagionatura (0,3,10,20) per i salami
interi e in 2 salami per tesi ad ogni tempo di esposizione (0,10,20,30 giorni) per i salami esposti.
Inoltre la misura per ogni salame ¢ stata effettuata in doppio. Prima di misurare il pH lo strumento ¢
stato tarato con soluzioni tampone a pH 4,0 e 7,0.

La misura del pH per un salame ¢ stato determinato utilizzando un pHmetro (Knick 910 con
elettrodo Metler Toledo) e posizionando I’elettrodo in tre punti di un taglio fresco per i salami interi
e in tre punti della fetta per i salami esposti: cosi si ottengono tre valori per ogni salame.

3.3.2 DETERMINAZIONE DELL’ATTIVITA’ DELL’ACQUA (aw- activity water)

Per la misura di acqua libera ¢ stato utilizzato I’igrometro (Aqualab Decagon serie 4 TEV).

La determinazione ¢ stata condotta su 2 salami per tesi ad ogni tempo di stagionatura (0,3,10,20)
per i salami interi e in 2 salami per tesi ad ogni tempo di esposizione (0,10,20,30 giorni) per i salami
esposti. Inoltre le letture per ogni salame sono state effettuate in doppio. La misura ¢ stata effettuata
previa calibrazione dello strumento a mezzo di soluzioni saline standard a titolo noto di aw. Le
capsule di materiale plastico prima dell’utilizzo sono state accuratamente pulite e poste in stufa a 65
°C per tutta la notte per allontanare I’eventuale umidita presente. . Ogni salame viene cosi

processato: si procede a tagliare una fetta ed eliminare il budello, la fetta viene poi ridotta in cubetti.
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Dopo raffreddamento le capsule sono state riempite con i cubetti del campione da processare in

modo uniforme e messe nello strumento per la lettura.

3.3.3 DETERMINAZIONE DEL CONTENUTO DI UMIDITA’

La determinazione del contenuto di umidita ¢ stata effettuata in stufa a 105 °C secondo su 2 salami
per tesi ad ogni tempo di stagionatura (0,3,10,20) per i salami interi. Non ¢ stata calcolata I'umidita
per 1 salami esposti. Dopo aver posto in stufa per circa 1 ora a 105 °C le capsule e averle
raffreddate in essiccatore, si ¢ proceduto a pesarle e ad aggiungere circa 5,0 grammi di campione.
La capsule sono state riposte in stufa a 105° C per 24 ore, quindi tolte dalla stufa, lasciate
raffreddate in essiccatore e pesate. L.’analisi ¢ stata svolta sul campione macinato.

I risultati sono stati espressi come percentuale d’acqua sul tal quale.

3.4.ANALISI STATISTICA DEI DATI

Per 1 salami interi

I dati sono stati inseriti all’interno del software statistico SPSS versione 20.0 per Windows.
L’obbiettivo ¢ stato quello di osservare se c’¢ una differenza tra le medie dei risultati per ogni
variabile (quantita di grasso, acidita, n° di perossidi, TBARS) prima in base al fattore tesi
(BIANCO,CONTROLLO,L1,L2) e poi in base al fattore tempo di stagionatura (T0,T3,T10,T20),
attraverso I’ANOVA (analisi della varianza) ad una via. Per determinare quali gruppi del fattore in
esame fossero diversi tra loro ¢ stato utilizzato come test post hoc il test HSD di Tukey, con livello
di significativita pari a p<0,05.

Per i1 salami esposti

I dati sono stati inseriti all’interno del software statistico SPSS versione 20.0 per Windows.
L’obbiettivo ¢ stato quello di osservare se c’¢ una differenza tra le medie dei risultati per 3 variabili
(acidita, n°® di perossidi, TBARS) prima in base al fattore tesi (BIANCO,CONTROLLO,L1,L2) e
poi in base al fattore tempo di esposizione (T0,T10,T20,T30), attraverso I’ANOVA (analisi della
varianza) ad una via. Per determinare quali gruppi del fattore in esame fossero diversi tra loro e

stato utilizzato come test post hoc il test HSD di Tukey, con livello di significativita pari a p<0,05.
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4.RISULTATI

4.1SALAMI STAGIONATTI INTERI

Si tratta di salami stagionati 30 giorni nell’armadio di stagionatura dove si ¢ partiti da 21°C e si ¢
scesi di 1°C/giorno fino a raggiungere i 16°C, poi la temperatura ¢ stata mantenuta a 12+ 1°C fino

al termine dei 30 giorni. L’umidita dell’armadio ¢ stata compresa tra il 70 e il 90%.

4.1.1 QUANTITA’ DI GRASSO

Le considerazioni che seguiranno vengono fatte sulle medie e deviazioni standard dei dati raccolti
durante I’attivita di laboratorio, come per le altre variabili, non ¢ sempre stato possibile calcolare la
deviazione standard per ogni tesi ad ogni tempo di stagionatura.
Al tempo di stagionatura T10 non ¢ stata calcolata la media per i salami delle tesi BIANCO (B) e
CONTROLLO (C) perché i valori ottenuta dall’analisi dei campioni sono anomali, quindi non sono
stati inseriti

- nel calcolo della media per ogni tesi ad ogni tempo di stagionatura

- nella produzione del grafico

- per calcolare la differenza dei campioni attraverso 1’approccio statistico dell’ANOVA ad

una via

Tabella 8 con medie e deviazioni standard della quantita di grasso

%grasso (g grasso/100g salame)

Tempo/tesi |B C L1 L2

0 17,19 18,0+£10,54 |16,45+1,57 |19,60+1,78
3 19,45 16,88+0,50 |18,77+0,50 |17,73+0,48
10 22,73 22,43

20 23,35|22,62+0,44 |24,39+0,69 |23,15+1,23

Tabella 9 con le variazioni delle medie della %grasso delle varie tesi

variazioni

grasso B C L1 L2
At 0-3 2,26 -1,12 2,32 -1,87
At 3-10 3,95 4,70
At 3-20 3,90 5,73

At 10-20 1,66 0,71
At 0-20 6,16 4,61 7,94 3,54
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Figura 15: andamento delle medie delle quantita di grasso in funzione dei giorni di stagionatura

In linea generale si pu0 osservare che 1 valori di partenza di grasso si discostano tra le tesi, ma nel

tempo presentano un andamento simile tra loro. Dal grafico si puo osservare una differenza a 2 a 2

nell’andamento iniziale del primo intervallo di tempo di stagionatura (0-3 giorni):

- le tesi CONTROLLO ed L2 presentano un calo nel quantitativo di grasso rispettivamente di 1,12
punti% e di 1,87 punti%

- le tesi BIANCO ed L1 presentano un aumento nel quantitativo di grasso rispettivamente di 2,26
punti% e di 2,32 punti %

Gli intervalli successivi (3-10 giorni e 10-20 giorni di stagionatura) sono stati calcolati solo sulle
tesi L1 ed L2, perché nelle tesi B e C i valori per calcolare il valore medio nei tempi di stagionatura
T10 rientrano nei valori anomali; quindi per le tesi B e C ¢ stato preso in considerazione un
intervallo da 3 a 20 giorni di stagionatura.

Per le tesi L1 ed L2 nell’intervallo da 3 a 10 giorni di stagionatura si osserva un aumento della
percentuale di grasso rispettivamente di 3,95 e 4,70 punti %; la stessa cosa succede per le tesi B e C
nell’intervallo 3-20 giorni con aumenti di 3,90 punti% per B e di 5,73 punti % per C. Per le tesi L1
ed L2 nell’ultimo intervallo di esposizione il tenore di grasso di tutte le tesi, subisce un ulteriore
aumento, anche inferiore rispetto agli intervalli precedenti .Per tutte le tesi a T20 si osservano valori
pit elevati della % di grasso.

Nello specifico le diverse tesi osservano il seguente andamento:
a.la tesi BIANCO: parte da un valore 17,19% che aumenta fino ad 19,45% nei primi 3 giorni
stagionatura; negli intervalli 3- 10 giorni e 10-20 giorni non & stato possibile calcolare
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I’andamento perché il valore riscontrato a 10 giorni ¢15,45% uno dei valori anomali. A 20 giorni

si osserva una %grasso di 23,35.

b.la tesi CONTROLLO parte da un valore di 18,10 % che cala fino al 16,88% a 3 giorni di
stagionatura; negli intervalli 3- 10 giorni e 10-20 giorni non ¢ stato possibile calcolare
I’andamento perché il valori riscontrato a 10 giorni sono 14,34% e 14,37% due dei valori

anomali. A 20 giorni si osserva un valore piu alto rispetto agli altri della stessa tesi: 22,62%.

c. la tesi L1 parte da un valore grasso del 16,45% che aumenta ad 18,77% nel primo intervallo di
stagionatura; nel periodo che intercorre tra i 3 e i 10 giorni il contenuto di grasso sale fino a
raggiungere il 22,73% . Negli ultimi 10 giorni di stagionatura si osserva un aumento del tenore di
grasso che si attesta a 24,39% a 20 giorni di stagionatura: il valore medio piu elevato tra le

diverse medie.

d.la tesi L2 parte da un valore 19,60% che cala fino ad 17,73% nei primi 3 giorni di stagionatura;
nell’intervallo 3-10 giorni il contenuto di grasso sale fino a 22,43% mentre negli ultimi 10 giorni

di stagionatura si osserva un aumento fino al 23,15%.

Da notare ¢ sicuramente il fatto che per la tesi L1 si osserva il valore medio massimo del
contenuto% di grasso e che sempre la tesi L1 parte dal valore medio iniziale piu basso. Per tutte le
tesi si osserva il picco del contenuto di grasso a 20 giorni di stagionatura, mentre i valore medi
minimi, escludendo i valori anomali, si registrano al momento dell’insacco dei salami, ovvero a TO.
Dall’analisi statistica dei dati, I’ANOVA ad una via mostra che non ci sono differenze significative
(p>0,05) tra le diverse tesi (B,C,LL1,L2) per il contenuto di grasso. L’ANOVA ad una via mostra
perd che c’¢ una differenza significativa tra i diversi tempi di stagionatura: il test HSD di Tukey,
con livello di significativita pari a p<0,05 dimostra che i tempi TO,T3 sono significativamente
diversi dai tempi T10,T20.

Tabella 10:si vedono le medie del contenuto di grasso e le d.s. in base al tempo di stagionatura (T)
TO d.s [T3 ds T10 d.s T20 ds Significativita.

%grasso(g/100g
campione) 17,90°| 1,66 | 18,00°| 1,11 |22,58%|0,21 |24,08%|2,11 |***(0,000<0,05)

49



4.1.2.TBARS

Per ogni campione i risultati sono espressi come mg di malondialdeine/kg di salame e si tratta di
valori ottenuti dalla media di 2 valori, in quanto ogni campione ¢ stato processato in doppio.

Le considerazioni che seguono vengono fatte sulle medie e deviazioni standard dei dati raccolti
durante I’attivita di laboratorio. In alcuni casi non ¢ stato possibile calcolare la deviazione standard

perché era presente un solo valore valido per quella tesi e per quei giorni di esposizione.

Tabella 11: medie e deviazioni standard

mg malondialdeide/kg di salame
Tempo/tesi | B C L1 L2
0 8,98 1,74 24,59 +3,18 8,43 5,97 |8,38 £3,77
3 153,49 +6,75 | 134,17 +50,23 |9,57 +6,45 |21,05 +3,60
10 110,53 £18,45 |119,58 +29,58 |16,58 £4,95 (4,80 +0,84
20 73,59 7,68 99,45 8,14 12,30 £3,09 |19,45 4,64
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Figura 16:grafico che descrive I’andamento delle medie dei TBARS per ogni tesi in funzione dei giorni di

stagionatura

Dal grafico e dalla tabella si puo osservare che in partenza le tesi BIANCO, L1, L2 presentano

valori medi di mg di malondialdeide/kg simili tra di loro, mentre nella tesi controllo il valore

iniziale ¢ decisamente piu elevato:

- le tesi BIANCO, L1,L2 partono rispettivamente da valori di 8,98 mg malodinaldeide/kg
salame, 8,43 mg malondialdeide/kg salame e 8,38 mg malonaldeide/kg salame

- la test CONTROLLO parte da un valore di 24,59mg malondialdeide/kg salame, un valore 3

volte superiore a quelli delle altre tre tesi
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Osservando 1’andamento del TBARS, in linea generale si pu0 dire che per le tesi L1 ed L2 i valori
medi si aggirano intorno a valori compresi tra i 5 i 20 mg malondialdeide/kg salme, mentre nelle
tesi BIANCO E CONTROLLO arriviamo a toccare valori di 130-150 mg malondialdeide/kg
salame: nelle tesi BIANCO E CONTROLLO si osserva un deciso aumento dei valori di
malondialdeide nei primi 3 giorni di stagionatura, dopo 3 questo periodo si vede un calo dei valori
che rimangono pero decisamente piu elevati (73,59 mg per BIANCO e 99,45 mg CONTROLLO) di
quelli delle tesi L1 ed L2 (12,30 mg per L1 e 19,45 mg per L2).

La tesi L2 presenta un andamento altalenante nella concentrazione di malondialdeide: si osserva un
aumento nei primi 3 giorni di stagionatura, poi un calo nell’intervallo da 3 a 10 giorni e

successivamente un altro aumento.

Nello specifico ho potuto osservare che

a. la tesi BIANCO parte da un valore di 8,98 mg malondialdeide/kg salame e aumenta nei primi
3giorni di stagionatura fino a 153,49 mg malondialdeide/kg salame:si tratta dell’aumento pil
alto in tutti gli intervalli di tempo, di tutte le tesi. Dopo i tre giorni di stagionatura la
concentrazione di malondialdeide cala toccando 1 110,53 mg malondialdeide/kg salame a 10
giorni di stagionatura e 73,59 mg malondialdeide/kg salame a 20 giorni di stagionatura.

b. la tesi CONTROLLO parte da un valore di 24,59 mg malondialdeide/kg salame e aumenta nei
primi 3 giorni di stagionatura fino a 134,17 mg malondialdeide/kg salame. . Dopo 1 tre giorni di
stagionatura la concentrazione di malondialdeide cala toccando i 119,53 mg malondialdeide/kg
salamea 10 giorni di stagionatura e 99,45 mg malondialdeide/kg salame a 20 giorni di

stagionatura

c. latesi L1 parte da un valore di 8,43 mg malondialdeide/kg salame e aumenta fino a 10 giorni di
stagionatura arrivando a 9,57 mg malondialdeide/kg salame a tre giorni e al6,58 mg
malondialdeide/kg salame a 10 giorni. Nell’intervallo che va dai 10 ai 20 giorni di stagionatura
la concentrazione di malondialdeide subisce un calo toccando i 12,30 mg a 20 giorni di

stagionatura.

la tesi L2 parte da un valore di 8,38 mg malondialdeide/kg salame che aumenta fino a 21,05 mg nei
primi 3 giorni di stagionatura, per poi un calare a 4,80 mg (raggiunge il valore medio piu basso tra
tutti i valori medi) nell’intervallo da 3 a 10 giorni. Nell’ultimo intervallo, quello da 10 a 20 giorni di

stagionatura, la concentrazione di malondialdeide subisce un altro aumento arrivando a 19,45mg.
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Tabella con le variazioni delle medie del TBARS delle varie tesi nei diversi intervalli di stagionatura

variazioni TBARS |B c L1 L2

At 0-3 144,51 109,58 1,14 12,68
At 3-10 -42,96 -14,59 7,01 -16,25
At 10-20 -36,94 -20,13 -4,28 14,65
At 0-20 64,61 74,86 3,88 11,08

Osservando la tabella delle variazioni delle medie dei TBARS per ogni tesi nei diversi intervalli di

stagionatura si osserva come

- latesi L1 presenti gli aumenti e i cali della concentrazione di malonaldeide piu bassi e presenta
la minor differenza tra valore finale e valore iniziale

- latesi BIANCO presenti i cali e gli aumenti piu elevati.

- latesi CONTROLLO presenta un andamento molto simile alla tesi BIANCO, anche se con cali e
aumenti leggermente inferiori.

- latesi L2 presenta aumenti e cali nella concentrazione di malonaldeide simili fra loro: si tratta

di differenze comprese trai 12 e 1 16 mg

Dall’analisi statistica dei dati, ’ANOVA ad una via mostra che ci sono differenze significative
(p>0,05) tra le diverse tesi (B,C,L1,L2) per il TBARS: il test HSD di Tukey, con un livello di
significativita pari a p<0,05, dimostra che le tesi L.1,L.2 sono significativamente diverse dalle tesi
B,C. L’ANOVA ad una via mostra pero che non ¢’¢ una differenza significativa tra i diversi tempi
di stagionatura (T0,T3,T10,T20)

Tabella 11:si vedono le medie del TBARS (mg MDA/kg salame) e le d.s. in base alla tesi (B,C,L1,L2)

B d.s |C ds L1 ds (L2 d.s |Significativita
TBA (mg
MDA/kg
salame) 84,04%| 53,38 (94,457 | 48,02 | 11,72° | 4,60 | 13,42° | 7,74 | ***(0,00<0,05)

4.1.3 ACIDITA’ TITOLABILE

Le considerazioni seguenti vengono fatte sulle medie e deviazioni standard dei dati raccolti durante
I’attivita di laboratorio. In alcuni casi non ¢ stato possibile calcolare la deviazione standard perché
era presente un solo valore valido per quella tesi e per quei giorni di esposizione.

L’acidita titolabile ¢ espressa come % di acido oleico.
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Tabella 12: medie e deviazioni standard

acidita come %acido oleico
Tempo/tesi B C L1 L2
0 0,50 0,57 £0,01 0,59 0,33 0,81 +0,13
3 1,17 0,85 0,30 0,97 0,25 0,73 0,07
10 1,29 1,02 0,09 1,30 £0,22 1,84 +0,17
20 2,90 £0,09 2,010,11 2,12 0,25 1,99 +0,07

Tabella 13: le variazioni dell’acidita nei vari intervalli di tempo durante la stagionatura

Acidita di

variazioni |B C L1 L2
At 0-3 0,68 0,28 0,38 -0,08
At 3-10 0,12 0,17 0,32 1,11
At 10-20 1,61 0,98 0,82 0,15
At 0-20 2,41 1,44 1,53 1,17

Dal grafico (pagina seguente) e dalla tabella si pud osservare che in tutte le tesi 1’acidita tende ad
aumentare con il passare dei giorni di stagionatura. Possiamo osservare che le tesi CONTROLLO,
BIANCO ed L1 presentano un andamento simile, anche se impostati su valori diversi: si tratta di
aumento dell’acidita nei primi tre giorni di stagionatura e nell’intervallo tra 10 e 20 di stagionatura,
mentre ¢’€ un aumento pil lieve nell’intervallo tra 3 e 10 giorni di stagionatura.Per la tesi L2 invece
presenta un aumento spiccato nell’intervallo tra 3 e 10 giorni di stagionatura, mentre nell’intervallo
tra 10 e 20 giorni I’aumento ¢ pill contenuto; nei primi 3 giorni di stagionatura invece c’¢ un lieve

calo.
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Figura 17: Grafico che descrive I’andamento delle medie dell’acidita per ogni tesi in funzione dei giorni di

stagionatura
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Osservando in dettaglio i dati ed il grafico ho osservato che

a.

la tesi BIANCO parte da un valore di 0,50 % acido oleico e aumenta fino a 1,17% nei primi 3
giorni di stagionatura. Nell’intervallo successivo (quello da 3 a 10 giorni di stagionatura)
I’acidita aumenta ancora, ma con una velocita inferiore arrivando a 1,29%. A 20 giorni di
stagionatura la %media di acido oleico raggiunge il suo picco a 2,90%, il valore medio pil
elevato tra le quattro tesi; I’aumento di acidita nell’ultimo intervallo della tesi BIANCO(1,61

punti ) ¢ quello piu elevato tra tutti gli intervalli di tutte le tesi .

la tesi CONTROLLO parte da un valore di 0,57 % acido oleico e che aumenta fino a 0,85%
primi 3 giorni e fino a 1,02% a 10 giorni di stagionatura. L.’aumento piu significativo lo si
osserva nell’ultimo intervallo, dove a 20 giorni di stagionatura si osserva un valore medio di
2,01%.

la tesi L1 parte da un valore di 0,59 % acido oleico e nei primi 3 giorni di esposizione
aumenta fino a 0,97% acido oleico .A 10 giorni di syagionatura la concentrazione di acido
oleico subisce un aumento simile al precedente raggiungendo il valore di 1,30 %. Nell’ultimo
periodo di stagionatura (da 10 a 20 giorni) la % acido oleico subisce un aumento di quasi
0,90% arrivando a 2,12%.

la tesi L2 parte da un valore di 0,81 % acido oleico e nei primi 3 giorni di stagionatura, a
differenza di tutte le altre tesi, cala fino a 0,73% acido oleico. A nell’intervallo successivo
(quello da 3 a 10 giorni di esposizione)la concentrazione di acido oleico subisce un aumento
superiore al 1% raggiungendo il valore di 1,84 % che risulta essere il valore medio piu elevato
in quell’intervallo di tempo. Nell’ultimo periodo di esposizione (da 10 a 20 giorni) la % acido
oleico subisce un aumento inferiore al precedente arrivando ad un valore medio del 1,99%.

L2 ¢ I"unica tesi che presenta un calo dei valori medi di acidita tra un tempo di stagionatura e 1’altro

ed ¢ anche la tesi che presenta I’aumento inferiore tra valore iniziale e valore finale.

Dall’analisi statistica dei dati, I’ANOVA ad una via mostra che non ci sono differenze significative
(p>0,05) tra le diverse tesi (B,C,L1,L2) per la variabile %acidita. L’ANOVA ad una via mostra

perd che c’¢ una differenza significativa tra i diversi tempi di stagionatura: il il test HSD di Tukey,

con livello di significativita pari a p<0,05 dimostra che nei tempi TO,T3 presentano valori medi

significativamente diversi dai tempi T10,T20 e che i tempi nei T10 e T20 le %acidita medie

significativamente diversi fra di loro.

Naturalmente all’aumentare del tempo si stagionatura 1’acidita aumenta.
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Tabella 14 :si vedono le medie dell’acidita (g a.oleico/100g grasso) e le d.s. in base al tempo di stagionatura
(T0,T3,T10,T20)

TO d.s |T3 d.s T10 |d.s T20 |d.s Significativita.
acidita
(%acido
oleico) 0,65° |0,16|0,88° (0,22 |1,37° |0,36 |2,26° |0,41 | ***(0,000<0,05)

4.1.4 PEROSSIDI

Le considerazioni vengono fatte sulle medie e deviazioni standard dei dati raccolti durante I’attivita
di laboratorio. In alcuni casi non ¢ stato possibile calcolare la deviazione standard perché era
presente un solo valore valido per quella tesi e per quei giorni di esposizione. I perossidi vengono

espressi come meq di O,/1000g grasso.

Tabella 15: medie e deviazioni standard

n°perossidi come meq 02/kg grasso

Tempo/tesi | B C L1 L2

0 5,14 2,33#0,40 |2,26%0,33|1,28+0,02

3 4,01 7,13+2,18 |6,06+2,73 | 14,65+0,94

10 3,80 6,15+0,42 |5,92+3,34|11,33+1,34

20 7,38+0,08 | 10,05+0,64 | 9,0245,32 | 11,19+2,49
Tabella 16: le variazioni del numero di perossidi

variazioni

perossidi B C L1 L2

At 0-3 -1,13 4,80 3,81 13,37

At 3-10 -0,21 -0,99 -0,14 -3,32

At 10-20 3,58 3,90 3,10 -0,14

At 0-20 2,24 7,71 6,76 9,92

Gia dalle tabelle e dal grafico (figura 18) ho potuto osservare come I’andamento del numero di
perossidi non ¢ lineare, ma anzi ¢ un susseguirsi di diminuzioni e aumenti: questo perché i
perossidi, o meglio gli idroperossidi, sono i1 prodotti primari nell’ossidazione lipidica e vengono

continuamente prodotti e trasformati, determinando questo effetto altalena.
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Figura 18: Grafico che descrive 1’andamento delle medie del numero di perossidi per ogni tesi in funzione ai

giorni di esposizione

Osservando il grafico, 1 perossidi tendono a seguire andamento tendenzialmente altalenante per le
tesi CONTROLLO, L1 e L2, mentre per la tesi BIANCO segue un andamento a parabola
ascendente: cala nei primi due intervalli per poi aumentare nell’ultimo intervallo di stagionatura. Le
tesi L1 ed CONTROLLO presentano un andamento molto simile: aumento del numero di perossidi
nel primo intervallo di stagionatura, calo leggero nel secondo intervallo e aumento spiccato
nell’ultimo intervallo. La tesi L2 ha un andamento simile a quello delle tesi CONTROLLO ed L1
per i primi due intervalli, ma con aumenti e diminuzioni pili marcate, mentre nell’ultimo intervallo

il numero di perossidi subisce un leggero calo a differenza di tutte le altre tesi.

Nello specifico posso per ogni tesi posso dire che:

a. la tesi BIANCO parte da un numero di perossidi di 5,14meq O,/kg grasso (il valore di partenza
medio piu alto tra tutte le tesi) che cala ad 4,01meq O./kg grasso nei primi 3 giorni di
stagionatura; nei 7giorni successivi (intervallo 3-10 giorni di esposizione) il numero di
perossidi cala ancora arrivando a 3,80meq O,/kg grasso; nell’ultimo periodo di stagionatura
(10-20 giorni di esposizione) il numero di perossidi aumenta fino ad arrivare a 7,38meq Oy/kg

grasso.

b. Latesi CONTROLLO parte da un numero di perossidi di 2,33meq O,/kg grasso, e nei primi 3
giorni di stagionaturail numero di perossidi subisce un aumento fino ad arrivare ad 7,13meq
Oy/kg grasso; nell’intervallo successivo (intervallo 3-10 giorni) il numerosubisce un calo
fermandosi a quota 5,92meq Oy/kg grasso, mentre negli ultimi 10 giorni il numero di perossidi

aumenta fino ad arrivare ad 9,02meq O,/kg grasso.
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c. la tesi L1 parte da un numero di perossidi di 2,26meq Oy/kg grasso e nei primi 3 giorni di
stagionatura cala ad 6,06meq O,/kg grasso; nel secondo intervallo di tempo (3-10 giorni ) il
numero di perossidi cala leggermente fino a 5,92meq Oy/kg grasso, per poi subire un aumento
ad 9,02meq O,/kg grasso negli ultimi 10 giorni.

d. latesi L2 parte dal numero di perossidi piu basso di 1,28meq O,/kg grasso e nei primi 3 giorni
di stagionatura presenta I’aumento piu elevato di tutti gli intervalli, di ben 13,37 meqO,/kg
grasso arrivando a 14,65meq O,/kg grasso, il piu alto valore medio di perossidi calcolato per
tutte 4 le tesi di salami interi; nel secondo intervallo di stagionatura (0-3 giorni) il numero di
perossidi cala fino ad 11,33meq O,/kg grasso; il numero di perossidi cala leggermente negli

ultimi 10 giorni di esposizione toccando un valore medio di 11,19meq O,/kg grasso.

Dal grafico si puo notare come 1 valori medi di perossidi della tesi BIANCO siano 1 piu bassi nel
secondo e nel terzo intervallo, mentre presenta il pil alto valore medio di partenza. L’aumento del
numero di perossidi piu elevato ¢ quello subito da L2 nel primo intervallo, mentre il calo piu elevato
si registra sempre in L2 (nel secondo intervallo); L2 presenta anche il valore finale piu elevato e la

maggior differenza tra valore iniziale e valore finale.

Dall’analisi statistica dei dati, I’ANOVA ad una via mostra che non ci sono differenze significative
(p>0,05) tra le diverse tesi (B,C,L1,L2) per il numero di perossidi. L’ANOVA ad una via mostra
perd che c’¢ una differenza significativa tra i diversi tempi di stagionatura: il test HSD di Tukey,
con livello di significativita pari a p<0,05 dimostra che il tempo TO ¢ significativamente diverso dai
tempi T3,T10,T20. Lo stesso test di Tukey mostra, come gia detto in precedenza, che il numero di
perossidi € piu basso al momento dell’insacco dei salami (T0), mentre ¢ piu elevato durante la
stagionatura.

Tabella 17:si vedono le medie del numero di perossidi (meq O,/1000g grasso) e le d.s. in base al tempo di
stagionatura (T0,T3,T10,T20)

TO d.s |T3 d.s T10 d.s T20 d.s Significativita.
Perossidi
(meq 02/kg
grasso) 2,41° |1,31 |853" |456 |7,23° [3,27 [941° 2,69 |**(0,001<0,05)
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CORRELAZIONI TRA LE VARIABILI

Attraverso il software statistico SPSS versione 20.0 si ¢ osservato che c’¢ una correlazione
significativa (p<0,05) tra la variabile ACIDITA’ titolabile e la variabile PEROSSIDI; inoltre c’¢
una correlazione molto significativa (p<0,01) tra la variabile ACIDITA’ e la variabile %2GRASSO.

Tabella 18: correlazione delle variabili in esame nello studio dei salami interi

Correlazioni
aciditi | perossidi tha EE

acidits Correlazione di Pearson 1 420 089 809

Sig. (2-code) 020 848 .ono

N 20 el 20 23
perossidi Correlazione di Pearson .429' 1 -013 348

Sig. (2-code) 020 847 103

N 29 el 29 23
tba Cormelazione di Pearson 089 =013 1 -.074

Sig. (2-code) B48 047 737

M 20 el 29 23
EE Correlazione di Pearson 800 340 -074 1

Sig. (2-code) 000 103 737

N 23 23 23 23

*_ La corretazione & significativa al livello 0,05 (2-code).
*=_ La correlazions @ significativa al livello 0,01 (2-code).

4.1.5. pH, aw, UMIDITA’

pH
Nella tabella e nel grafico sottostanti sono riportati i valori di pH medi riscontrati nei salami interi

nei diversi giorni di stagionatura.

Tabella 19: medie e d.s. dei valori di pH dei salami in funzione del tempo di stagionatura

medie 0 ds |3 ds |10 |ds. |20 |ds. |30 |d.s.

B 5,57 5,40 5,25 5,38 |0,05 | 5,36 | 0,03
C 5,53 /0,04 |5,34 0,04 |5,17 |0,01 |5,35|0,03 |5,27 | 0,02
L1 5,53 10,03 |5,28 |0,00 |5,16 |0,03 |5,32 |0,03 |5,23 |0,02
L2 5,47 10,01 |5,35|0,00 |5,11 |0,00 |5,27 |0,02 |5,21 |0,03
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Figura 19: Grafico sull’andamento dei valori di pH medi in funzione del tempo di stagionatura dei salami

In linea generale I’andamento del pH ¢ simile per tutte 4 le tesi in esame: al momento dell’insacco
si parte da valori medi di pH compresi fra 5,47 e 5,57,comunque inferiori al 5,60. Dal momento
dell’insacco il pH scende nei primi tre giorni di stagionatura fino a valori di 5,30-5,40; la discesa
del pH continua fino a 10 giorni di stagionatura toccando i valori medi minimi per ogni tesi che si
aggirano attorno a 5,10-5,25. Da 10 a 20 giorni il pH ha un rialzo a valori simili a quelli registrati al
tempo 3, cioe appena al di sotto del 5,40-5,30. Negli ultimi 10 giorni di stagionatura il pH scende
leggermente e si attesta su valori di 5,20-5,30.

La tesi BIANCO ¢ quella che presenta un’acidificazione meno spinta rispetto alle altre tesi. La tesi
L2 presenta nei primi 3 giorni, un acidificazione un po’ piu lenta rispetto alle tesi L1 e
CONTROLLO, dai 3 ai 10 giorni di stagionatura presenta un abbassamento di pH rapido toccando
5,11 a 10 giorni; nei giorni successivi L2 segue 1’andamento delle tesi L1 ed CONTROLLO.

Le tesi L1 e CONTROLLO presentano un andamento simile, solo che L1 registra valori medi
inferiori a quelli della tesi CONTROLLO, in tutti i giorni di stagionatura in cui si ¢ proceduta alla

misurazione.
aw
Nella tabella e nel grafico sottostanti sono riportati i valori di aw medi riscontrati nei salami interi

nei diversi giorni di stagionatura.

Tabella 20: medie e d.s. dei valori dell’aw dei salami in funzione del tempo di stagionatura

medie 0 d.s 3 d.s 10 ds. |20 ds. |30 d.s.

B 0,968 0,962 0,949 0,934|0,002|0,912 | 0,007
C 0,956 | 0,006 | 0,957 | 0,002 | 0,945 | 0,001 | 0,930 0,001 | 0,913 | 0,004
L1 0,961 | 0,001 |0,958 (0,001 | 0,944 | 0,000 | 0,928 | 0,002 | 0,911 | 0,007
L2 0,962 | 0,001 |0,958 0,002 | 0,947 | 0,001 | 0,927 | 0,001 | 0,909 | 0,006
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Figura 20: Grafico sull’ andamento dei valori di aw medi in funzione del tempo di stagionatura dei salami

L’andamento dei valori medi di aw ¢ simile in tutte e 4 le tesi dei salami studiati: col passare dei

giorni di stagionatura si osserva una riduzione costante dell’aw. Si parte con valori intorno a 0,960 e

a 30 giorni di stagionatura si toccano valori intorno a 0,910.

UMIDITA’

L’umidita espressa come % di acqua sul campione tal quale, cala progressivamente mano a mano

che passano i giorni durante la stagionatura. Mediamente dal momento dell’insacco a 30 giorni di
stagionatura, i salami delle 4 tesi (BIANCO, CONTROLLO, L1 ed L2) presentano un calo
dell’umidita di circa il 30%.

Tabella 21: medie e d.s. dei valori dell’umidita dei salami in funzione del tempo di stagionatura

medie 0 d.s. 3 ds. |10 d.s. |20 d.s.
B 56,57 51,74 47,61 40,03 |1,19
C 55,97(0,43 |53,69 |0,41 (49,44 |1,26 |43,67 |0,92
L1 55,83|/0,61 |52,88 (0,57 |4585 |1,80 |40,45 |0,68
L2 56,20(0,31 |53,66 |0,49 |48,66 |1,09 |41,72 |3,08
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Figura 21: Grafico sull’andamento dei valori di umidita medi in funzione del tempo di stagionatura dei

salami

Durante la stagionatura le tesi BIANCO ed L1 si alternano per la velocita di calo del quantitativo
d’acqua: nel primo intervallo di tempo (0-3 giorni) la tesi BIANCO presenta un calo di 4,83 punti%
mentre L1 solo di 2,95 punti%; nell’intervallo successivo la situazione si inverte: la tesi BIANCO
presenta un calo di 4,13 punti%, mentre la tesi L1 cala di ben 7,03 punti% arrivando a 45,85%
umidita a 10 giorni di fermentazione. Negli ultimi 10 giorni di fermentazione la tesi BIANCO cala
di 7,59 punti % e la tesi L1 di 5,40 punti.

Le tesi CONTROLLO ed L2 presentano un calo dei valori di umidita pili costante e si attestano su

valori superiori alle tesi L1 e BIANCO ad ogni tempo di stagionatura in cui si ¢ svolta la

misurazione.

N

Tabella 22: variazioni dell’umidita tal quale in funzione del tempo di stagionatura

At0-3 |At3-10 | At 10-20
B -4,83 |-413 [-7,59
C 2,28 |-425 |-576
L1 2,95 |-7,03 |-5,40
L2 2,54 |-500 |-6,94
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4.2 SALAMI STAGIONATI, CONFEZIONATI IN MAP, ESPOSTI

Si tratta di salami stagionati 30 giorni, poi affettati, messi in MAP a 4-6°C ed esposti alla luce neon:

si tratta di un ambiente simile a quello del banco frigo del supermercato.

4.2.1 QUANTITA’ DI GRASSO

Le considerazioni vengono fatte sulle medie e deviazioni standard dei dati raccolti durante 1’attivita
di laboratorio, come per le altre variabili, non ¢ sempre stato possibile calcolare la deviazione
standard per ogni tesi ad ogni tempo di esposizione

Tabella 23: medie e deviazioni standard della quantita di grasso(g/100g salame) in base ai vari tempi di

esposizione
GRASSO TO T10 T20 T30
B 20,78 17,85 23,46 20,62
C 17,89 18,50 22,52 +0,53 16,55 +3,02
L1 18,28 16,13 £1,06 21,89 +2,02 18,07 £4,04
L2 21,72 20,62 +1,74 | 23,61 +3,90 16,36 £1,07
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Figura 22: Grafico dei valori delle medie delle quantita di grasso in base ai giorni di esposizione

In linea generale si pu0 osservare che 1 valori di partenza di grasso si discostano tra le tesi, ma nel
tempo presentano un andamento simile tra loro. Dal grafico si pud osservare che il quantitativo di

grasso nei primi 10 giorni di esposizione ¢ leggermente inferiore a quelli all’inizio dell’esposizione,
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tranne nella tesi controllo dove si osserva un valore leggermente piu alto; in tutte le tesi a 20 giorni
di esposizione si osservano valori del tenore di grasso piu alto rispetto al tempo 10. Tutte le tesi
raggiungono il picco del quantitativo di grasso a 20 giorni. A 30 giorni di esposizione il tenore di
grasso presenta dei valori inferiori a T20, quasi simili ai valori iniziali; nelle tesi L2 e controllo a 30
giorni si osservano un valori inferiori a quelli di partenza.

Nello specifico le diverse tesi osservano i seguenti valori:

a. la tesi BIANCO: parte da un valore 20,78% che cala fino ad 17,85% nei primi 10 giorni di
esposizione; nell’intervallo 10- 20 giorni il contenuto di grasso si alza fino a raggiungere il
23,36%, mentre negli ultimi 10 giorni di esposizione si osserva un calo fino al valore di 20,62,

molto simile al valore di partenza.

b.la tesi CONTROLLO parte da un valore di 17,89 % che, al contrario delle altre tesi, aumenta
fino al 18,50% a 10 giorni di esposizione; come per le altre tesi, nel secondo intervallo di
esposizione (10-20 giorni) il contenuto di grasso sale e arriva ad un picco di 22,52%, mentre
nell’ultimo intervallo di esposizione c’¢ un calo considerevole fino ad 16,55%, un valore

inferiore a quello di partenza.

c.la tesi L1 parte da un valore grasso del 18,28% che scende ad 16,13% nel primi intervallo di
esposizione; nel periodo che intercorre tra i 10 e 1 20 giorni di esposizione il contenuto di grasso
aumenta fino a raggiungere il 21,89 %,ma negli ultimi giorni di esposizione si osserva un calo

del tenore di grasso che si attesta a 18,07% a 30 giorni di esposizione.

d.la tesi L2 parte da un valore 21,72% che cala fino ad 20,62% nei primi 10 giorni di esposizione;
nell’intervallo 10-20 giorni il contenuto di grasso aumenta fino a 23,61% ( il valore piu alto tra le
diverse medie), mentre negli ultimi 10 giorni di esposizione si osserva un calo fino al 16,36%), il

valore pill basso tra le diverse medie ed ¢ anche un valore inferiore a quello di partenza.

Da notare ¢ sicuramente il fatto che per la tesi L2 si osservano i valori medi massimi e minimi del
contenuto% di grasso e che sempre la tesi L2 parte dal valore medio iniziale piu alto. Le tesi
BIANCO ed L1 presentano percentuali del contenuto di grasso finali molto vicini a rispettivi valori
iniziali. Per tutte le tesi si osserva il picco del contenuto di grasso a 20 giorni di esposizione, con
valori medi che si concentrano in 2 punti %ali: dal 21,89 % di L1 fino al 23,61% di L2.
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4.2.2 TBARS:

Le considerazioni che seguono vengono fatte sulle medie e deviazioni standard dei dati raccolti
durante I’attivita di laboratorio. In alcuni casi non ¢ stato possibile calcolare la deviazione standard

perché era presente un solo valore valido per quella tesi e per quei giorni di esposizione.

Tabella 24: medie e deviazioni standard del TBARS in funzione dei giorni di esposizione

malonaldeide mg/kg salame
Tempo/tesi |B C L1 L2
0 97,70+8,40 |80,64+ 2,89 13,66+ 5,33 |10,58+5,94
10 110,76 121,760 10,75+ 0,37 |11,60+ 2,73
20 90,64 122,42+ 11,04 |16,42+6,93 |10,14+1,12
30 118,319 142,81+ 11,44 |22,28+2,55 |18,60+% 8,64
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Figura 23: Grafico che descrive 1I’andamento delle medie dei TBARS per ogni tesi in funzione dei giorni di

esposizione

Dal grafico e dalla tabella si puo osservare che gia in partenza le 4 tesi presentano valori di mg di

malondialdeide/kg di campione diversi a due a due:

- le tesi BIANCO e CONTROLLO partono rispettivamente da valori di 97,701 mg
malondialdeide/kg salame e 80,641 mg malondialdeide/kg salame, si tratta di valori di partenza
di per sé abbastanza alti

- letesi L1 ed L2 partono rispettivamente da valori di 13,660mg malondialdeide/kg salame e di
10,576 mg malondialdeide/kg salame, si tratta di valori almeno 7 volte piu bassi delle tesi
BIANCO e CONTROLLO.
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Una divisione a due a due delle 4 tesi in partenza puo essere spiegata dal fatto che nel BIANCO e
nel CONTROLLO non sono presenti polifenoli, mentre nelle tesi L1 ed L2 si, e questo ha influito
durante la stagionatura precedente alla riduzione in fette, messa in atmosfera modificata ed
esposizione su un ipotetico banco frigo, dei salami .Durante la stagionatura di 30 giorni 1 polifenoli
hanno quindi rallentato I’ossidazione lipidica nel grasso dei salami delle tesi L1 ed L2, questo
rallentamento ha portato ad una minor produzione di composti secondari dell’ossidazione lipidica,
tra 1 quali la malondialdeide. Durante la stagionatura nelle tesi BIANCO e CONTROLLO, non
essendoci 1 polifenoli, 1’ossidazione lipidica ¢ progredita normalmente portando ad una maggior
formazione di malondialdeide che ho quantificato.

Durante i 30 giorni di esposizione a 4-6°C e alla luce del banco frigo ¢’¢ stata un evoluzione
dell’ossidazione lipidica dei salami: per effetto della luce, con il passare del tempo, I’ossidazione
lipidica aumenta e porta all’aumento di concentrazione di composti secondari, tra i quali la
malondialdeide.

Nello specifico ho potuto osservare che

a. latesi BIANCO parte da un valore di 97,701 mg malondialdeide/kg salame e aumenta nei primi
10 giorni di esposizione fino a 110,761 mg malondialdeide/kg salame. La concentrazione di
malondialdeide presenta una flessione ad 90,641 mg malondialdeide/kg salami nei 10 giorni
successivi, seguita da un aumento fino a 118,319 mg malondialdeide/kg salame a 30 giorni di

esposizione.

b. latesi CONTROLLO parte da un valore di 80,641 mg malondialdeide/kg salame e aumenta nei
primi 10 giorni di esposizione fino a 121,758 mg malondialdeide/kg salame. La concentrazione
di malondialdeide rimane pressoché costante nell’intervallo di tempo 10-20 giorni di
esposizione, mentre aumenta fino a 142,813 mg malondialdeide/kg salame nell’ultimo

intervallo di esposizione (20-30 giorni).

c. latesi L1 parte da un valore di 13,660 mg malondialdeide/kg salame e subisce una flessione
nei primi 10 giorni di esposizione fino 10,748 mg malondialdeide/kg salame. La
concentrazione di malondialdeide aumenta costantemente nei 2 intervalli di tempo successivi: a
20 giorni la malondialdeide si attesta a 16,417 mg/kg salame e a 30 giorni raggiunge i 22,279

mg/kg salame.

d. latesi L2 parte da un valore di 10,576 mg malondialdeide/kg salame rimane intorno ai 10-11,6
mg malondialdeide/kg salame fino a 20 giorni di esposizione. Nell’ultimo intervallo di tempo la
concentrazione di malondialdeide aumenta fino a 18,595 mg/kg salame.

Dall’analisi statistica dei dati, ’ANOVA ad una via mostra che ci sono differenze significative
(p>0,05) tra le diverse tesi (B,C,L1,L2) per il TBARS: il test HSD di Tukey, con un livello di
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significativita pari a p<0,05, dimostra che le tesi L1,L2 presentano valori medi di TBARS
significativamente inferiori a quelli delle tesi B,C. L’ANOVA ad una via mostra perd che non c’¢

una differenza significativa tra i diversi tempi di esposizione (T0,T10,T20,T30).

Tabella 25 : medie del TBARS (mg MDA/kg salame) ed.s. in base al fattore tesi (B,C,L.1,1.2)

B d.s |C d.s L1 ds [L2 d.s |Significativita
TBA (mg
MDA/kg
salame) | 104,36 |12,50|122,14%| 23,79 | 16,81°| 5,95 | 13,16"| 5,74 | ***(0,000<0,05)

4.2.3 ACIDITA’ TITOLABILE

Le considerazioni che seguono vengono fatte sulle medie e deviazioni standard dei dati raccolti
durante I’attivita di laboratorio. In alcuni casi non ¢ stato possibile calcolare la deviazione standard
perché era presente un solo valore valido per quella tesi e per quei giorni di esposizione.

L’acidita titolabile ¢ espressa come % di acido oleico .

Tabella 26: medie e deviazioni standard

AT

(% acido | Tempo Tempo
oleico) 0 Tempo 10 Tempo 20 |30

C 2,95 2,95 3,20+0,007 | 3,88+0,11
L1 2,96 3,06+0,60 3,64+0,17 |4,59+0,14
L2 3,18 3,35+0,12 3,95+1,15 |4,51+0,05
B 3,05 3,52 4,00 4,47

Tabella 27: gli aumenti di AT da un tempo di esposizione al successivo

AT Intervallo 10- | Intervallo 20-
aumenti Intervallo 0-10 | 20 30

C 0,00 0,25 0,67

L1 0,10 0,58 0,95

L2 0,17 0,60 0,56

B 0,47 0,48 0,47

Dal grafico (pagina seguente) e dalla tabella si pud osservare come in tutte le tesi, 1’acidita totale
tende a salire col passare dei giorni di esposizione, conseguenza del fatto che nel processo di
irrancidimento idrolitico vengono liberati acidi grassi, tra cui 1’acido oleico, che faranno da
substrato per la formazione di idroperossidi e composti secondari (aldeidi, chetoni, tra cui la

malondialdeide quantificata con la metodica dell’acido tiobarbiturico).
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Figura 24: Grafico che descrive I’andamento delle medie dell’acidita per ogni tesi in funzione dei giorni di

esposizione

Osservando in dettaglio i dati ed il grafico ho osservato che

a.

b.

la tesi BIANCO parte da un valore di 3,05 % acido oleico e aumenta costantemente di circa
mezzo punto percentuale ogni 10 giorni. Al termine dell’esposizione la tesi BIANCO si attesta
su un valore di 4,47 in % acido oleico, un valore molto vicino a quello riscontrato per i salami
delle tesi L1 ed L2.

la tesi CONTROLLO parte da un valore di 2,95 % acido oleico e non aumenta per i primi 10
giorni di esposizione. A 20 giorni di esposizione la concentrazione di acido oleico sale a 3,20
%, un aumento (3,20-2,95 = 0,25) inferiore rispetto alle tesi BIANCO (4,00-3,52=0,48),L.1
(3,64-3,06=0,58),L.2 (3,95-3,35=0,60) nello stesso intervallo da 10 a 20 giorni di esposizione.
Nell’ultimo periodo di esposizione, quello che va da 20 a 30 giorni, 1a% acido oleico subisce
un aumento superiore al precedente (0,68>0,25) e si attesta intorno al 3,88 %. La tesi
controllo a fine esposizione giunge ad un valore di acidita inferiore (al di sotto del 4% acido
oleico) rispetto alle altre 3 tesi che si aggirano intorno ad un valore di circa 4,5 % acido

oleico.

la tesi L1 parte da un valore di 2,96 % acido oleico e nei primi 10 giorni di esposizione
aumenta fino a 3,06% acido oleico: si tratta di un aumento (0,10) inferiore alle tesi BIANCO
(0,47) ed L2 (0,17),ma non alla tesi controllo (0,00). A 20 giorni di esposizione la
concentrazione di acido oleico subisce un aumento superiore al precedente raggiungendo il
valore di 3,64 % che risulta inferiore alle tesi BIANCO ed L2,ma superiore alla tesi

CONTROLLO nello stesso periodo di esposizione. Nell’ultimo periodo di esposizione (da 20
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a 30 giorni) la % acido oleico subisce un aumento di quasi 1% arrivando a 4,59, il valore piu
alto tra le 4 tesi, ma vicino alle tesi BIANCO ed L2.

d. la tesi L2 parte da un valore di 3,18 % acido oleico e nei primi 10 giorni di esposizione
aumenta fino a 3,35% acido oleico: si tratta di un aumento (0,17) inferiore solo a quello del
BIANCO nello stesso periodo. A 20 giorni di esposizione la concentrazione di acido oleico
subisce un aumento superiore al precedente raggiungendo il valore di 3,95 % che risulta
inferiore alla sola tesi BIANCO. Nell’ultimo periodo di esposizione (da 20 a 30 giorni) la %
acido oleico subisce un aumento simile al precedente arrivando a 4,51, valore vicino alle tesi
BIANCO ed L1.

Da questi dati emerge che la tesi controllo ha un aumento di acidita titolabile piu rallentato e
raggiunge un livello finale inferiore rispetto alle altre tre tesi: segue un andamento a se, quasi
scollegato dalle atre tre tesi.

Per quanto riguarda le tesi L1 ed L2, possiamo dire che entrambe presentano:

- un rallentamento dell’aumento di acidita

- valori in % acido oleico inferiori

nei primi 10 giorni di esposizione rispetto alla tesi BIANCO.

Le stesse tesi L1 ed L2 nei giorni di esposizione successivi (20 e 30 giorni) presentano un aumento
di acidita in linea o superiore alla tesi BIANCO e arrivano a %finali di acido oleico simili o
leggermente superiori rispetto alla stessa tesi BIANCO. Dall’analisi statistica dei dati, ’ANOVA ad
una via mostra che non ci sono differenze significative (p>0,05) tra le diverse tesi (B,C,L1,L2) per
I’acidita titolabile. L’ANOVA ad una via mostra perd che c’¢ una differenza significativa tra i
diversi tempi di esposizione per l’acidita titolabile: il test HSD di Tukey, con livello di
significativita pari a p<0,05 dimostra che i tempi T0,T10,T20 sono significativamente diversi dal
tempo T30. I valori medi di acidita aumentano all’aumentare dei giorni di esposizione, ma solo
altempo di esposizione T30 i valori di acidita sono significativamente pil elevati rispetto a agli altri

tempi esposizione.

Tabella 28: medie e d.s. dell’acidita in funzione del tempo di esposizione. Vengono riportati se le differenze

tra i diversi tempi di esposizione sono o meno significative secondo il test HSD di Tukey

0 d.s |10 d.s 20 d.s 30 d.s Significativita
acidita
(%acido
oleico) 3,04° 0,11 |3,22° (0,35 |3,47° |0,65 [4,39°|0,31 |***(0,000<0,05)
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4.2.4 PEROSSIDI

Le considerazioni vengono fatte sulle medie e deviazioni standard dei dati raccolti durante I’attivita

di laboratorio. In alcuni casi non ¢ stato possibile calcolare la deviazione standard.

Tabella 29: medie e deviazioni standard

Perossidi Tempo 0 | Tempo 10 Tempo 20 Tempo 30
C 48,60 33,71 12,54+1,14 19,64+5,64
L1 12,70 8,52+1,01 15,34+5,17 12,1540,53
L2 19,90 6,53+1,85 18,32+4,38 15,05+8,40
B 24,10 34,18 9,96 20,65
Tabella 30: le variazioni del numero di perossidi

Perossidi

variazioni |At0-10 | At 10-20 At 20-30 | At 0-30

C -14,89 |-21,17 7,10 -28,96

L1 -4,18 6,82 -3,18 -0,55

L2 -13,37 | 11,79 -3,27 -4,85

B 10,08 -24,22 10,69 -3,45

Gia dalle tabelle e dal grafico ho potuto osservare come 1’andamento del numero di perossidi non ¢
lineare, ma anzi ¢ un susseguirsi di diminuzioni e aumenti: questo perché i perossidi, o meglio gli
idroperossidi, sono i prodotti primari nell’ossidazione lipidica e vengono continuamente prodotti e
trasformati, determinando questo effetto altalena.
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Figura 25: Grafico che descrive 1’andamento delle medie del numero di perossidi per ogni tesi in funzione ai
giorni di esposizione
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Osservando bene il grafico ho osservato che I’andamento del numero di perossidi per le tesi L1 ed
L2 ¢ simile: diminuzione nei primi 10 giorni di esposizione, aumento nell’intervallo da 10 a 20
giorni di esposizione ed infine un calo negli ultimi 10 giorni di esposizione.

La tesi BIANCO nei primi 10 giorni di esposizione presenta un aumento del numero di perossidi,
che cala bruscamente nei 10 giorni successivi (intervallo 10-20 giorni di esposizione) per poi
risalire nell’ultimo periodo di esposizione (20-30 giorni di esposizione).

La tesi CONTROLLO nei primi 10 giorni evidenzia un forte calo del numero di perossidi, che
continua anche nei 10 giorni successivi (intervallo 10-20 giorni) avvicinandosi molto all’andamento
della tesi BIANCO fino alla fine del periodo di esposizione: calo del numero di perossidi
nell’intervallo 10-20 giorni e aumento nell’intervallo 20-30 giorni.

Le tesi CONTROLLO e BIANCO presentano un andamento e dei valori medi vicini nel numero di

perossidi durante il secondo e terzo intervallo di tempo di esposizione.

Nello specifico posso per ogni tesi posso dire che:

e. la tesi BIANCO parte da un numero di perossidi di 24,10 meq O,/kg grasso che aumenta ad
34,18meq O,/kg grasso nei primi 10 giorni di esposizione; nei 10 giorni successivi (intervallo
10-20 giorni di esposizione) il numero di perossidi cala di 24,22 meq O,/kg grasso arrivando a
9,96 meq Oy/kg grasso; nell’ultimo periodo di esposizione (20-30 giorni di esposizione) il

numero di perossidi aumenta fino ad arrivare a 20,65 meq O,/kg grasso.

f. La tesi CONTROLLO parte da un numero di perossidi di 48,60 meq O,/kg grasso, il valore di
partenza piu alto rispetto a tutte le altre tesi, e nei primi 10 giorni di esposizione il numero di
perossidi cala ad 33,71 meq Oy/kg grasso; il calo continua anche nei 10 giorni successivi
(intervallo 10-20 giorni) arrivando a quota 12,54 meq O,/kg grasso, mentre negli ultimi 10
giorni il numero di perossidi aumenta fino ad arrivare ad 19,64 meq O,/kg grasso. La tesi
controllo presenta il piu forte calo del numero di perossidi dal valore di partenza fino al valore
finale(-28,96 meq O,/kg grasso).

g. latesi L1 parte da un numero di perossidi di 12,70 meq O,/kg grasso e nei primi 10 giorni di
esposizione cala ad 8,52 meq O,/kg grasso; nel secondo intervallo di tempo (10-20 giorni di
esposizione) il numero di perossidi aumenta fino a 15,34 meq O,/kg grasso, per poi calare ad
12,15 meq Oy/kg grasso negli ultimi 10 giorni. La tesi L1 presenta il pilt basso valore finale (al
tempo di esposizione di 30 giorni) per quanto riguarda il numero di perossidi, lo stesso valore
pero ¢ molto vicino al valore iniziale di perossidi della tesi stessa: la variazione del numero di
perossidi dal valore iniziale a quello finale, di -0,55 meq O,/kg grasso, ¢ la pil bassa di tutte le

tesi in esame.
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h. la tesi L2 parte da un numero di perossidi di 19,90 meq O»/kg grasso e nei primi 10 giorni di
esposizione cala ad 6,53 meq O,/kg grasso, il pill basso valore medio di perossidi calcolato per
tutte 4 le tesi di salami esposti nell’ipotetico banco frigorifero; nel secondo intervallo di
esposizione (10-20 giorni) il numero di perossidi aumenta fino ad 18,32 meq O./kg grasso, per

poi calare ad 15,05 meq O,/kg grasso negli ultimi 10 giorni di esposizione.

Dal grafico e dalle tabelle ho potuto notare che negli ultimi 2 tempi di esposizione, ovvero a 20 e
30 giorni, i valori del numero di perossidi sono compresi circa tra 10,00 e 20,00 meq O,/kg grasso
per tutte e 4 le tesi prese in esame, considerando che partivano da valori anche distanti fra di loro.

L”ANOVA ad una via mostra che ci sono delle differenze appena significative tra le diverse tesi
(B,C,L1,L2), infatti 0,05<(p=0,054)<0,100. Dall’ANOVA ad una via in base al fattore tempo di
esposizione, emerge che 1 valori medi del numero di perossidi sono piu alti all’inizio
dell’esposizione e poi calano con 1’aumentare dei giorni di esposizione, ma non si tratta di

differenze significative (p>0,05).

CORRELAZIONI TRA VARIABILI

Attraverso il software statistico SPSS versione 20.0 si ¢ osservato che c’¢ una correlazione
significativa (p<0,05) tra la variabile PEROSSIDI e la variabile TBARS: ovvero I’andamento della
variabile PEROSSIDI ¢ significativamente simile all’andamento della variabile TBARS.

Comelazioni

acidita perossidi tha

acidits Caorrelazione di Pearson 1 - 287 -081

5ig. (2-code) L7T0 0B

N 28 28 28
perossidi Correlazione di Pearson - 267 1 .429'

5ig. (2-code) AT0 023

N 28 28 28
tha Caorrelazione di Pearson -0a1 .429- 1|

5ig. (2-code) ) 023

N 28 28 28

*_La correlazions & significativa al livello 0,05 (2-coda).

Tabella 31: correlazione delle variabili in esame nello studio dei salami esposti sul banco frigorifero
alla luce neon
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4.2.5.pH e aw
pH
Nella tabella e nel grafico sottostanti sono riportati i valori di pH medi riscontrati nei salami interi

nei diversi giorni di stagionatura.

Tabella 32 : medie e d.s. dei valori di pH dei salami in funzione del tempo di esposizione

medie 0 d.s 10 d.s. 20 d.s. 30 d.s.
B 5,36 0,02 5,50 0,06 5,58 0,06 5,44
C 5,27 0,02 5,36 0,02 5,37 0,02 5,33
L1 5,23 0,03 5,30 0,03 5,29 0,02 5,30 0,04
L2 5,21 0,03 5,33 0,01 5,30 0,06 5,29 0,02
pH
5,7
5,6 I
5,5 \
54
i/ r?\! —4—Bianco
5.3 =
.7 - 1 I ——Controllo
5,2 1 L1
51 L2
5
4,9 T T T 1
TO T10 T20 T30
Tempo di esposizione {giorni)

Figura 26: Grafico sull’andamento dei valori di pH medi in funzione del tempo di esposizione dei salami

In linea generale c’¢ un aumento del pH nei primi 10 giorni per tutte le tesi. La tesi BIANCO
continua I’aumento di pH fino a 20 giorni di esposizione, mentre nelle tesi CONTROLLO ed L1 il
valore rimane costante nel secondo intervallo di esposizione. Per la tesi L2 si osserva un calo di pH
proprio nell’intervallo che va da 10 a 20 giorni di esposizione. Nell’ultimo intervallo di esposizione
(20-30 giorni) si osserva un calo deciso nella tesi BIANCO, mentre una calo piulieve nella tesi
CONTROLLO. Nelle tesi L1 ed L2 il valore di pH resta costante nell’ultimo intervallo. Le tesi L1
ed L2 presentano valori di pH inferiori a quelli delle tesi BIANCO e CONTROLLO in tutti i tempi

di esposizione.
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aw
Nella tabella e nel grafico sottostanti sono riportati i valori di aw medi riscontrati nei salami affettati

e posti in vaschette con atmosfera modificata nei diversi giorni di esposizione.

Tabella 33: medie e d.s. dei valori dell’aw dei salami in funzione del tempo di esposizione

medie 0 d.s. 10 d.s. 20 d.s. 30 d.s
B 0,912 0,004 0,917 0,002 0,920 0,007 0,919 0,004
C 0,913 0,007 0,913 0,002 0,913 0,009 0,915 0,001
L1 0,911 0,006 0,916 0,002 0,916 0,003 0,917 0,004
L2 0,909 0,007 0,918 0,003 0,921 0,002 0,914 0,004
Aw
0,93
0,925 T
!
0,92
i :
0,915 ?7 - .
V —4—Bianco
z 091 )(/ —— Controllo
0,905 1 1 L1
0,9 ——| 2
0,895
0,89 T T T 1
TO T10 T20 T30
Tempo di esposizione {giorni)

Figura 27 :Grafico sull’andamento dei valori di aw medi in funzione del tempo di stagionatura dei salami

L’andamento dei valori medi di aw & diverso da tesi a tesi:

BIANCO: parte da un valore di 0,912 che aumenta ad 0,9173 nel primo intervallo (0-10 giorni) e
fino a 0,9201 nel secondo intervallo di esposizione (10-20 giorni); nell’ultimo intervallo si osserva
un leggero calo ad 0,9189.

La tesi CONTROLLO: il valore iniziale di 0,9128 resta quasi costante per i primi due intervalli di
esposizione, mentre aumenta fino a 0,9152 negli ultimi 10 giorni di esposizione.

La tesi L1: da 0,9110 si osserva un aumento fino a 0,9165 nei primi 10 giorni di esposizione, dopo
di che il valore non cambia fino a fine periodo di esposizione.

La tesi L2 presenta un andamento simile alla tesi BIANCO con aumento piu marcato nel primo
intervallo di esposizione e un calo piu deciso nell’ultimo intervallo (20-30 giorni): si passa da un
valore di 0,9205 a 20 giorni, ad un valore di 0,9170 a 30 giorni.
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S.DISCUSSIONE

5.1.SALAMI INTERI

Tabella 34: medie e d.s. delle variabili acidita, n° perossidi, TBARS, % grasso in funzione delle tesi dei
salami. Vengono riportate se le differenze tra le diverse tesi sono o meno significative secondo il test HSD di

Tukey.

B d.s |C d.s L1 ds |L2 d.s | Significativita

acidita (% acido

oleico) 1,75 (1,09 |1,11 |0,60 |1,26 |0,61|1,34 |0,62|N.S.(0,464>0,05)

Perossidi (meq
02/kg grasso) |5,54 |1,75 |6,41 |3,08 |5,81 |3,64|9,61 |5,47|N.5.(0,186>0,05)

TBA (mg

MDA/kg

salame) 84,04 | 53,38 | 94,457 | 48,02 | 11,72° | 4,60 | 13,42° | 7,74 | ***(0,000<0,05)
%grasso(g/100g

campione) 20,00 (3,12 |19,11 [2,77 |20,32 |3,64|20,48 |2,57 | N.S.(0,857> 0,05)

Tabella 35: medie e d.s. delle variabili acidita, n° perossidi, TBARS, % grasso in funzione del tempo di
stagionatura. Vengono riportate se le differenze tra i diversi tempi di stagionatura sono significative o meno
secondo il test HSD di Tukey.

TO| d..s T3 d.s T10 d.s T20 d.s Significativita.

acidita (%acido

oleico) 0,65°|0,16| 0,88°| 0,22 1,37°

0,36| 2,26°| 0,41 *(0,000<0,05)

Perossidi (meq

02/kg grasso) 2,41b

1,31| 8,53%| 4,56| 7,23%| 3,27| 9,41%| 2,69 *(0,001<0,05)

TBA (mg

MDA/kg N.S.
salame) 13,11|7,92| 69,01|69,02| 56,06|57,81| 51,2|39,28 (0,194>0,005)
%grasso(g/100g

campione) 17,90° | 1,66 | 18,00°| 1,11|22,58%| 0,21|24,08%| 2,11 *(0,000<0,05)

Quantita di grasso

Osservando il grafico della variabile %grasso (Figura 15) si nota subito che mancano i valori delle
tesi BIANCO e CONTROLLO al tempo di stagionatura 10 giorni: 1’analisi sui salami di tali due
tesi a questo tempo di stagionatura per la determinazione del quantitativo di grasso ¢ stata svolta in
quadruplicato, ma ogni volta il risultato del quantitativo di grasso si attestava intorno al 15%, un
valore di per sé€ inferiore ai valori di partenza delle due tesi. In un insaccato da stagionare il
contenuto di acqua si riduce mano a mano che passano i giorni e di conseguenza aumentano le
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concentrazioni degli altri nutrienti quali proteina grezza, sale e grasso; ¢ quindi impossibile che la %
di grasso dopo 10 giorni sia inferiore di quasi 3 punti% rispetto al valore registrato al momento
dell’insacco, quando il salame ¢ ricco di acqua. Inoltre al tempo 10 si notano 2 salami,
rispettivamente delle tesi L1 ed L2, che presentano valori intorno il 22-23%, mentre altri 2 salami
delle tesi L1 ed L2 (uno per tesi) sempre al tempo 10, presentano una % grasso intorno al 16%: ¢
impossibile che salami allo stesso tempo di stagionatura presentano una variabilita di 6-7 punti %.
Durante la stagionatura di 42 giorni un insaccato crudo presenta una graduale riduzione della
J%oumidita e 1 modo inversamente proporzionale un aumento del contenuto di grasso.

(Fanco et al., 2002)

Table 2
Evolution of the main chemical components during the processing of Androlla (mean of three batches+standard deviation *

Processing time (days)

0 1 3 7 14 21 28 42

Moisture (%) 61.64+£0.61a  60.30+£1.99ab 57.08+1.84bc  50.71+£390cd 43.254+£5.28d  39.98+8.75de 32.18+53%  29.68+9.02¢
Protein

(Nx625) (%DM) 33.4+0.06a 32.341.25 35.6+1.7% 33.04+0.54a 35.54£2.90a 34.744.54a 32941.34a 358+1.97a
Fat (%DM) 402642640 41474276 4340+£183a 42.644394a  41.2441.51a 42564145 437342493 41.174+£2.11a
Ash (%DM) 7.80+1.08a 7.05£0.50a 7.27+0.61a 1.37£0.16a 6.74+0.75a 7.10+£1.32a 7.084+1.20a 701 £0.56a
NaCl (“%DM) 4234+181a 4.17+1.77a 4.4841.88a 4.14+14% 3.63+1.48a 3624143 4.124£1.78a 364+1.4%
Total carbohydrates

(%DM) 0.99+042a 0.78+£0.38ab  0.70+£048ab  0.54+053ab  0.464+0.37ab  037+£0.29ab  0.35+£035ab  021+£0.19b
Nitrate (ppm) 438417932  42.0+18.87a 409+1844a 43.7+£2535a 417429182 41.5+30.63a  46.1+2784a 42.7+24.86a

* Means in the same row and parameter group during processing without a common following letter are significantly different (P <0.05).

Figura 28: evoluzione dei principali componenti chimici durante la stagionatura di un insaccato crudo(Fanco
et al.,2002)

Per quanto riguarda i salami presi in esame in questo lavoro di tesi, analizzando i dati, ’ANOVA ad
una via non risultano differenze significative (p>0,05) tra le diverse tesi (B,C,L1,L2) per il
contenuto di grasso. L’ANOVA ad una via mostra pero che c¢’¢ una differenza significativa tra i
diversi tempi di stagionatura: il test HSD di Tukey, con livello di significativita pari a p<0,05
dimostra che i tempi TO,T3 sono significativamente diversi dai tempi T10,T20.

Prendendo in considerazione la % di umidita (Figura 21) dei salami oggetto di studio in questa tesi,
si pud osservare che per tutte le tesi, c’¢ una graduale riduzione del contenuto d’acqua mano a
mano che passano i giorni di stagionatura. Tutto questo ¢ in linea con I’andamento del contenuto di
grasso descritto da Franco et al., (2002).

TBARS

Per quanto riguarda i salami interi abbiamo visto che il fattore tesi determina una differenza
significativa solo nella variabile TBARS, infatti i salami della tesi L1 (75mg composti fenolici/100g
salame) e della tesi L2(150mg composti fenolici/100g salame) presentano valori di TBARS
significativamente inferiori a quelli dei salami delle tesi BIANCO e CONTROLLO durante i giorni
di stagionatura; le tesi BIANCO e CONTROLLO non presentano negli ingredienti 1 composti
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fenolici. Inoltre 1 salami delle tesi L1 ed L2 presentano aumenti di TBARS molto inferiori se
confrontati con gli aumenti di TBARS delle tesi BIANCO e CONTROLLO.

I composti fenolici riducono quindi la produzione dei composti secondari di ossidazione lipidica e
questo risultato ¢ in tendenza con i lavori di altri autori su salami in cui sono stati aggiunti altri
ingredienti di origine vegetale con proprieta antiossidante, come per Aguirrezabal et al. (2000): in
questo studio i salami preparati con carne, grasso, sale e paprica presentano valori
significativamente inferiori (p<0,05) rispetto ai salami in cui non era stata aggiunta paprica, durante
il periodo di stagionatura. Inoltre nello stesso studio, i salami in cui non ¢ stata aggiunta paprica si
osserva un aumento dei valori di malondialdeide durante il periodo di stagionatura, mentre nei
salami in cui la paprica ¢ stata aggiunta il TBARS non aumenta.

Probabilmente i fenoli aggiunti bloccano la formazione di prodotti secondari di ossidazione, come
la malondialdeide, agendo sui prodotti di ossidazione primari, come i perossidi e gli idroperossidi: 1
perossidi non si degradano nei tipici composti a basso peso molecolare (aldeidi, chetoni, alcoli,
acidi...),perché vengono catturati in parte dai fenoli e con questi ultimi formano composti stabili,

non reattivi.

Perossidi

Nei salami arricchiti con composti fenolici ci si dovrebbe aspettare un netto calo nella produzione
dei perossidi, oppure uno spostamento della loro produzione in avanti nel tempo, ma questo non
succede nei salami oggetto di questo lavoro. Dal punto di vista statistico ’ANOVA ad una via
mostra che non ci sono differenze significative (p>0,05) tra le diverse tesi (B,C,L1,L2) per il
numero di perossidi. Inoltre se si osserva I’andamento ( Figura 18) dei dati riferiti ai salami della
tesi L2 (quelli addizionati con i composti fenolici ad una concentrazione di 150 mg/100g di salame)
si nota che durante la stagionatura il numero di perossidi ¢ piu elevato, il che ¢ molto insolito visto
che i composti fenolici tendono a reagire proprio con i perossidi ROO"secondo le reazioni

a) ROOe* + ArOH — ROOH + ArOe

b) RO + ArO* — ROOAr

che sono riportate nell’introduzione di questa tesi alla sezione 3.AZIONI DEI FENOLI ESTRATTI
DALL’ACQUA DI VEGETAZIONE.

Secondo le reazioni appena viste nei salami con fenoli la produzione di perossidi dovrebbe calare o
spostarsi in avanti nel tempo di stagionatura: questo infatti accade in salami arricchiti con il 5% di
kimchi e stagionati per 14 giorni a 20°C rispetto ai salami senza I’aggiunta di kimchi nello studio di
Lee et al.,(2005). Un risultato simile ottiene Aguirrezabal et al.,(2000) con i suoi collaboratori in
salami senza sale, ma con il 3% di paprika che presentano un numero di perossidi(meq di O,/1000g
grasso) significativamente inferiore (p<0,05) al numero di perossidi dei salami arricchiti con 1’'1%
di aglio o con nessun arricchimento a 32 giorni e a 96 giorni di stagionatura.

L’elevato numero di perossidi per la tesi L2 ai tempi di stagionatura di 3 e 10 giorni,
rispettivamente con valori di 14,65meq di O,/1000g grasso e 11,33meq di O,/1000g grasso, &
probabilmente il risultato di un artefatto analitico. Durante 1’analisi per ’estrazione del grasso si
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macina il campione, poi lo si pesa e successivamente lo si lava con la miscela per I’estrazione;
probabilmente per i campioni della tesi L2 ai tempi di stagionatura 3 e 10 giorni, & passato troppo
tempo tra la loro macinazione e il lavaggio con la miscela di estrazione. Durante questo lasco di
tempo 1 campioni si sono ossigenati, facendo aumentare il numero di perossidi gia presenti nei
campioni stessi. Un'altra ipotesi ¢ che il tempo intercorso tra la pesatura del grasso estratto e il
momento in cui avviene la titolazione con sodio tiosolfato, sia stato troppo lungo: in alcune analisi
infatti ho svolto contemporaneamente la titolazione per determinare 1’acidita e i perossidi, e I’analisi

dei perossidi ¢ stata I’ultima che ho svolto tra le due.

Acidita titolabile

Per quanto riguarda i valori di acidita nei salami oggetto di questo studio di tesi di laurea non sono
state osservate differenze significative tra 1 salami con i fenoli aggiunti e quelli senza fenoli. Si
tratta di un valore non del tutto inaspettato perché gia nello studio di Lee et al., (2005) tutti i
campioni di salami, compresi quelli trattati con kimchi o con kimchi-powder che quelli non trattati ,
presentavano un aumento continuo dell’acidita, espressa come % acido oleico. Nello stesso studio
emerge quindi che 1’aggiunta di questo preparato di origine vegetale, non ha effetti significativi
(p>0,05) durante il periodo di stagionatura (circa 32 giorni): i salami trattati con le concentrazioni
piu alte di questo preparato arrivano ad avere valori di acidita a volte piu elevati di quelle dei salami
non trattati, come accade nei salami L2 (concentrazione di fenoli pari a 150 mg/100g di salame)
oggetto di questo tesi, dove al tempo di stagionatura di 10 giorni L2 presenta un valore piu alto
rispetto ai valori delle tesi BIANCO e CONTROLLO allo stesso tempo di stagionatura.

Nello studio di Lee et al., (2005) appena citato la temperatura di stagionatura era impostata a
20°C,quindi la temperatura cosi alta pud avere aumentato l’attivita enzimatica degli enzimi
lipolitici, a discapito dell’azione antiossidante del kimchi aggiunto nei salami. Nel nostro caso
studio dei salami arricchiti con i fenoli estratti dalle acque di vegetazione della lavorazione delle
olive, la temperatura di stagionatura era di 12°C £1°C e a 20 giorni di stagionatura si osservano in
L1 ed L2 valori simili a quelli dei salami di Lee arricchiti con il 15% di kimchi, sempre a 20 giorni
di stagionatura.

In un altro studio,di Aguirrezabalet al. (2000), ¢ stato dimostrato che aglio e paprica riducono la
velocita di formazione di acidi grassi liberi in salami spagnoli, durante la stagionatura. Aguirrezabal
e collaboratori asseriscono che le spezie sopra citate, presentano un attivita antimicrobica, e di
conseguenza anche un’attivita inibente nei confronti della lipolisi; tale risultato in questo studio
potrebbe pero essere attribuito anche alla bassa temperatura (8°C) a cui sono stati fatti stagionare i
salami. Quindi forse, in questo lavoro di tesi, una temperatura di stagionatura >8°C pud aver
influito sulla flora microbica, selezionando maggiormente microrganismi piu lipolitici, come
Micrococcaceae e lieviti.

Un'altra possibilita ¢ che i fenoli aggiunti nell’impasto dei salami non blocchino 1’azione delle lipasi

tissutali presenti nelle carni suine, e soprattutto 1’azione delle lipasi microbiche delle
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Micrococcaceae e dei lieviti, principali responsabili della lipolisi in prodotti fermentati come il
salame.

CORRELAZIONI TRA VARIABILI

Nei salami interi ¢’ una correlazione significativa (p<0,05) tra la variabile ACIDITA’ titolabile e la

variabile PEROSSIDI; inoltre ¢’¢ una correlazione molto significativa (p<0,01) tra la variabile
ACIDITA’ e la variabile %2GRASSO. La correlazione positiva tra acidita e contenuto puo essere
spiegata dal fatto che durate la stagionatura il salame si asciuga e di conseguenza la concentrazione
del grasso aumenta, quindi mano a mano che la stagionatura procede percentualmente c’¢ a
disposizione piu grasso che puo essere attaccato dalle lipasi microbiche le quali liberano acidi grassi

aumentando 1’ acidita titolabile.

pH e aw
Per quanto riguarda il pH dei salami interi si nota dalla Figura 19 che I’andamento del pH ¢ simile

per tutte e 4 le tesi in esame (B, C, L1, L2): al momento dell’insacco si parte da valori medi di pH
compresi fra 5,47 e 5,57,comunque inferiori al 5,60. Dal momento dell’insacco il pH scende nei
primi tre giorni di stagionatura fino a valori di 5,30-5,40; la discesa del pH continua fino a 10 giorni
di stagionatura toccando i valori medi minimi per ogni tesi i quali si aggirano attorno a 5,10-5,25.
Da 10 a 20 giorni il pH ha un rialzo a valori simili a quelli registrati al tempo 3, cio¢ appena al di
sotto del 5,40-5,30. Negli ultimi 10 giorni di stagionatura il pH scende leggermente e si attesta su
valori di 5,20-5,30.

Questo andamento del pH ¢ in linea con 1’andamento di insaccati arricchiti con altri ingredienti di
origine vegetale fonti di sostanze antiossidanti, come il the verde e i semi dell’uva, ricche in
composti fenolici: anche in insaccati arricchiti con fenoli del the verde o dei semi dell’uva non si
osservano differenze significative con I’andamento del pH di salami controllo (cio¢ senza nessun
arricchimento) (LiLing et al.,2013).

L’andamento dei valori medi di aw (Figura 20) ¢ simile in tutte e 4 le tesi dei salami oggetto di
questo lavoro di tesi (B,C,L1,L2): col passare dei giorni di stagionatura si osserva una riduzione
costante dell’aw. Si parte con valori intorno a 0,960 e a 30 giorni di stagionatura si toccano valori
intorno a 0,910.Non c’¢ molta differenza tra i salami arricchiti con composti fenolici e non, in
quanto la riduzione dell’aw ¢ influenzata solo dal tempo di stagionatura, come riportato nello studio
di Li Ling et al., (2013): in questo studio la riduzione dell’aw dei salami arricchiti con fenoli del the

verde o dei semi dell’uva, non presentano valori diversi dai salami di controllo.
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5.2.SALAMI ESPOSTI

Tabella 35: medie e d.s. delle variabili acidita, n°® perossidi, TBARS, in funzione delle tesi dei salami.

Vengono riportate se le differenze tra le diverse tesi sono o meno significative secondo il test HSD di Tukey.

B d.s |C ds L1 ds [L2 d.s |Significativita
acidita
(%acido
oleico) 3,76 0,61 |3,35 0,43 |3,75 |0,72|3,69 |0,84|N.S.(0,696>0,05)
Perossidi tappena
(meg significativo
02/kg (0,05<p=0,054<0,10)
grasso) 22,23 19,99 |2445 |14,37|12,47 |3,73|14,79 |6,92
TBA (mg
MDA/kg
salame) |104,36%|12,50|122,14%| 23,79 |16,81° | 5,95 | 13,16" | 5,74 | ***(0,00<0,05)

Tabella 36: medie e d.s. delle variabili acidita, n° perossidi, TBARS,
esposizione. Vengono riportate se le differenze tra i diversi tempi di esposizione sono o meno

significative secondo il test HSD di Tukey

in funzione del tempo di

0

d..s

10

d.s

20

d.s

30

d.s

Significativita

acidita
(%acido

oleico) 3,04

0,11

3,22

0,35

3,47

0,65

4,39°

0,31

*%%(0,000<0,05)

Perossidi
(meq 02/kg
grasso) 26,35

15,57

16,33

13,71

15,11

4,53

15,73

5,79

N.S. (0,235>0,05)

TBA (mg
MDA/kg
salame) 50,64

45,05

41,26

51,36

46,13

50,47

58,51

57,88 | N.S.(0,923>0,05)

Quantita di grasso

Il contenuto di grasso nei salami esposti varia all’interno di ogni tesi (Figura 22), durante i diversi

giorni di esposizione, tale variabilita ¢ dettata solo dalla differenza tra ogni singolo salame: i salami

preparati per questa tesi sono stati preparati artigianalmente con 1’ausilio di alcune macchine, ma

non si puod parlare di prodotti industriali che presentano una stretta omogeneita nella composizione

centesimale del prodotto.

Nei salami esposti 1 valori medi del contenuto di grasso spaziano dal 16,13% al 23,61%, nonostante

sono tutti salami stagionati 30 giorni; probabilmente questa variabilita ¢ dettata dalla preparazione

dei salami stessi. Siccome si tratta di salami con lo stesso livello di stagionatura, dal punto di vista

statistico non aveva senso inserirli in un’analisi della varianza in funzione del fattore tempo; inoltre
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essendo finita la stagionatura non si puo pil osservare un effetto del tempo sul contenuto grasso dei
composti fenolici. Per questi motivi i risultati sul contenuto di grasso non sono stati inseriti

un’analisi della varianza in funzione del fattore tesi.

TBARS

In uno studio Parra et al., (2012) dei prosciutti crudi vengono affettati e confezionati in atmosfera
modificata (70% di N, e dal 30 %CO,), meta di questi salumi vengono esposti alla luce per 60
giorni a 4°C, mentre 1’altra meta ¢ tenuta al buio a 4°C. Dal lavoro di Parra e collaboratori emerge
che il prosciutto esposto alla luce presenta valori di TBARS significativamente piu elevati rispetto
al prosciutto stoccato al buio, sia a 1,30 e 60 giorni di stoccaggio; in questo studio non c’era
I’ossigeno, quindi solo I’esposizione o meno alla luce influiva sull’ossidazione lipidica, aumentando
la produzione di composti secondari in grado di reagire con il TBA (I’acidoTiobarbiturico). Il
lavoro di Parra presenta delle condizioni simili a quelle dei salami affettati riportati in questa tesi.

In questo lavoro di tesi, i salami sono stati confezionati in atmosfera modificata con una miscela di
70% N, e 30% CO,, e stoccati (a 4°C) come i prosciutti di Para et al.,(2012), ma sono stati messi
tutti nelle stesse condizione di esposizione alla luce. Questa scelta permette di osservare un effetto
sui valori di TBARS dettato solo dalla presenza o meno dei composti fenolici nell’impasto dei
salami. Naturalmente il salame e il prosciutto crudo non sono la stessa matrice: il prosciutto crudo ¢
un salume non insaccato, crudo che si ottiene da una parte anatomica intera del maiale, che ¢ la
coscia; mentre il salame ¢ un salume insaccato, crudo, fermentato, in cui diversi tagli carne vengono
macinati. Nonostante il salame e il prosciutto crudo non siano la stessa matrice, si tratta sempre di
salumi la cui materia prima di partenza sono tagli di maiale e nel prodotto finito la % di grasso ¢
intorno al 20% a fine stagionatura, quindi il confronto tra queste due matrici non ¢ cosi forzato.

Dal grafico dell’andamento del TBARS nei salami esposti si pud osservare che il fattore tesi
(presenza o meno di composti fenolici) determina una differenza significativa (p<0,005) solo
variabile TBARS: i salami della tesi L1 (75mg composti fenolici/100g salame) e della tesi L2
(150mg composti fenolici/100g salame) presentano valori di TBARS significativamente inferiori a
quelli dei salami delle tesi BIANCO e CONTROLLO (che non presentano negli ingredienti i
composti fenolici) durante il periodo di esposizione alla luce.

Probabilmente i composti fenolici riducono la produzione dei composti secondari dell’ossidazione

lipidica nei salami arricchiti, bloccando quella che ¢ la via di I tipo nella fotossidazione lipidica.

Perossidi

Nei salami arricchiti con composti fenolici ci si dovrebbe aspettare un netto calo nella produzione
dei perossidi, oppure uno spostamento della loro produzione in avanti nel tempo, ma questo non
succede in maniera cosi netta nei salami esposti oggetto di questo lavoro. L’ANOVA ad una via
mostra che ci sono delle differenze appena significative tra le diverse tesi (B,C,L1,L2), infatti

0,05<(p=0,054)<0,100; le tesi LI1( tritato di carne, il sale, il glicerolo, gli starter microbici e
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75mg/100g composti fenolici) con 12,47meq O2/kg grasso, ed L2 (tritato di carne, il sale, il
glicerolo, gli starter microbici e 150mg/100g) conl4,79meq O2/kg grasso, presentano valori
inferiori a quelli delle tesi BIANCO( tritato di carne, il sale e gli starter microbici) con 22,23 meq
02/kg grasso e CONTROLLO(tritato di carne, il sale, gli starter microbici e il glicerolo) con
24,45meq O2/kg grasso. Quindi c’¢ una differenza tra i salami esposti arricchiti con 1 composti
fenolici (L1 ed L2) e i salami senza composti fenolici (B e C), solo che non ¢ una differenza
significativa al 5% (p<0,05).

In uno studio di Valencia et al., (2005) hanno presentato la diversa risposta all’ossidazione lipidica
in 2 gruppi di salami stagionati 14 giorni, affettati, confezionati in atmosfera modificata (80% N, e
20% CO,) e stoccati a 4°C per 5 mesi:

- un gruppo di salami era stato preparato sostituendo parzialmente del lardo con dell’olio di
semi di lino. A questi salami ¢ stata aggiunta anche una miscela di antiossidanti quali
Butylhydroxytoluene (BHT)(100 mg/kg) and butylhydroxyanisole (BHA) (100 mg/kg)

- il secondo gruppo di salami (CONTROLLO) invece ¢ stato preparato semplicemente con
tagli magri di maiale e lardo

A 5 mesi di stoccaggio i salami in cui si e sostituito il lardo con I’olio di semi di lino e aggiunta
della miscela di antiossidanti, presentavano un numero significativamente inferiore (p<0,05) di
perossidi rispetto ai salami del gruppo di controllo. Stranamente a 2 mesi di stoccaggio accade
I’esatto contrario; quindi da questo studio gli antiossidanti artificiali sembrano avere un effetto
maggiore nel lungo periodo nei salami confezionati in atmosfera modificata. Nei salami esposti
oggetto del lavoro di questa tesi, invece se si osserva la Figura24, 1 salami arricchiti con i composti
fenolici presentano un numero di perossidi medio inferiore nei primi 10 giorni di esposizione alla
luce. Nei salami oggetto di questa tesi parliamo di composti fenolici naturali di origine vegetali,
mentre nello studio di Valencia et al., (2005) parliamo di antiossidanti artificiali, di sintesi. Inoltre il
tempo per cui si & osservato l’effetto antiossidante nei salami esposti (affettati, in atmosfera
modificata, esposti alla luce a 4°C) arricchiti con i composti fenolici ¢ stato solamente di 1 mese,

mentre nei salami dello studio di Valencia il tempo di stoccaggio ¢ stato di 5 mesi.

Acidita Titolabile

Per quanto riguarda i valori di acidita nei salami oggetto di questo studio di tesi di laurea non sono

state osservate differenze significative (p>0,05) tra i salami con i fenoli aggiunti e quelli senza
fenoli. L’ANOVA ad una via mostra che c’¢ una differenza significativa tra i diversi tempi di
esposizione per I’acidita titolabile: il test HSD di Tukey, con livello di significativita pari a p<0,05
dimostra che i tempi TO,T10,T20 sono significativamente diversi dal tempo T30. I valori medi di
acidita aumentano all’aumentare dei giorni di esposizione, ma solo al tempo di esposizione T30 i
valori di acidita sono significativamente piu elevati rispetto a agli altri tempi esposizione.

Da altri lavori come quello di Wojciaket al.,(2012) ¢ emerso che insaccati con lo 0,05 % di
ascorbato di sodio, stagionati per 21 giorni, confezionati sottovuoto e stoccati in frigorifero per 6

mesi presentano valori di acidita titolabile significativamente inferiori (p<0,05) rispetto a salami
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controllo, nei quali non & stato aggiunto 1’ascorbato di sodio. La differenza di acidita titolabile tra 1
2 gruppi di salami ¢ stata osservata a 0,4, 6 mesi di stagionatura. L.’ascorbato di sodio ¢ di per sé un
antiossidante di sintesi utilizzato come additivo negli alimenti.Nei salami esposti oggetto del lavoro
di questa tesi sono stati utilizzati composti fenolici naturali di origine vegetale che non sembrano
avere un effetto inibente nei confronti dell’attivita lipolitica con il passare dei giorni di esposizione.
I salami delle tesi L1 ed L2 presentano valori di acidita inferiori alla tesi BIANCO a 0,10,20 giorni
di esposizione, ma a 30 giorni i valori delle tre tesi si concentrano in un intervallo ristretto; i valori
della test CONTROLLO risultano addirittura piu bassi di quelli delle tesi L1 ed L2. Inoltre nel
nostro studio 1 salmi sono stati esposti alla luce, mentre nello studio di Wdjciak et al.,(2012) non
viene specificato se i salami stati esposti alla luce, mentre in entrambi i lavori salami sono stati
confezionati in atmosfera priva di ossigeno: nel lavoro esposto da questa tesi si tratta di
un’atmosfera modificata, mentre nello studio di W¢jciak et al., si tratta di un sottovuoto.
Riassumendo nei salami esposti non ci differenze significative tra le diverse tesi: probabilmente i
composti fenolici non riescono ad impedire il processo lipolitico operato dalle lipasi microbiche,
presenti nel salame esposto anche se non ci sono piul i microrganismi e questo porta un graduale
aumento dell’acidita nel tempo di esposizione. Va ricordato che i salami esposti sono salami
stagionati 30 giorni che sono poi stati affettati, messi in atmosfera modificata ed esposti alla luce a
4°C.

Correlazione tra variabili

Per quanto riguarda la correlazione tra le variabili acidita titolabile, numero di perossidi, TBARS
c’¢ una correlazione positiva, secondo me casuale, tra perossidi e TBARS: i perossidi sono prodotti
molto reattivi ed instabili, mentre il per il TBARS si parla di prodotti di degradazione che risultano
stabili che sono strettamente legati allo stato del campione da cui sono estratti. Quindi non ha molto
senso parlare di una correlazione positiva tra le concentrazioni di specie stabili e le concentrazioni
di specie instabili come i perossidi i quali sono molto influenzabili dalle condizioni in cui si effettua

I’analisi.

pHe aw
Nei salami oggetto di questo studio ¢ emerso che in linea generale c’¢ un aumento del pH nei primi

10 giorni per tutte le tesi. La tesi BIANCO I'aumento di pH continua fino a 20 giorni di
esposizione, mentre nelle test CONTROLLO ed L1 il valore rimane costante nel secondo intervallo
di esposizione. Per la tesi L2 si osserva un calo di pH proprio nell’intervallo che va da 10 a 20
giorni di esposizione. Nell’ultimo intervallo di esposizione (20-30 giorni) si osserva un calo deciso
nella tesi BIANCO, mentre una calo piu lieve nella tesi CONTROLLO. Nelle tesi L1 ed L2 il
valore di pH resta costante nell’ultimo intervallo. Le tesi L1 ed L2 presentano valori di pH inferiori
a quelli delle tesi BIANCO e CONTROLLO in tutti i tempi di esposizione, mentre nello studio di

Wojciak et al.,(2012) non c’¢ una differenza sostanziale tra gli insaccati con lo 0,05 % di ascorbato
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di sodio stagionati per 21 giorni, messi sottovuoto e stoccati in frigorifero per 6 mesi e i salami
controllo, nei quali non ¢ stato aggiunto 1’ascorbato di sodio.

Per quanto riguarda 1’attivita dell’acqua aw nello studio di W¢jciak et al.,(2012) per i salami
stagionati per 21 giorni, messi sottovuoto e stoccati in frigorifero per 6 mesi si osserva un
abbassamento significativo dell’aw a 2 mesi (passando da 0,875 a 0,858) mentre per 1 salami in cui
¢ stato aggiunto ascorbato di sodio allo 0,05% 1’abbassamento significativo di aw si osserva a 4
mesi; a 4 mesi I’aw dei salami controllo ¢ significativamente piu bassa di quella dei salami arricchiti
con ascorbato di sodio. Nei salami oggetto di questo studio ¢ emerso che in linea generale un
aumento dell’aw durante il periodo di esposizione alla luce, un andamento opposto in confronto a
quello dello studio di Wdjciak: bisogna precisare che nei salami esposti oggetto di questo studio
sono salami ridotti in fette e messi in delle vaschette, quindi con una superficie di scambio per
I’acqua libera piu elevata rispetto ai salami interi messi in sottovuoto di Wojciak. Inoltre osservando
il grafico n... L’andamento dei valori medi di aw ¢ diverso da tesi a tesi:

BIANCO: parte da un valore di 0,912 che aumenta ad 0,9173 nel primo intervallo (0-10 giorni) e
fino a 0,9201 nel secondo intervallo di esposizione (10-20 giorni); nell’ultimo intervallo si osserva

un leggero calo ad 0,9189.

la tesi CONTROLLO: il valore iniziale di 0,9128 resta quasi costante per i primi due intervalli di

esposizione, mentre aumenta fino a 0,9152 negli ultimi 10 giorni di esposizione.

la tesi L1: da 0,9110 si osserva un aumento fino a 0,9165 nei primi 10 giorni di esposizione, dopo

di che il valore non cambia fino a fine periodo di esposizione.
la tesi L2 presenta un andamento simile alla tesi BIANCO con aumento piu marcato nel primo

intervallo di esposizione e un calo piu deciso nell’ultimo intervallo (20-30 giorni): si passa da un
valore di 0,9205 a 20 giorni, ad un valore di 0,9170 a 30 giorni
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6.CONCLUSIONI

I risultati ottenuti dall’analisi della componente lipidica dei salami arricchiti con un estratto fenolico
ottenuto dall’acqua di vegetazione del frantoio, hanno mostrato una riduzione nella produzione di
composti secondari (terminali) dell’ossidazione lipidica (tra cui la malondialdeide), misurati con la
tecnica TBARS, rispetto ai salami non arricchiti.

Ci si aspettava un effetto simile a quello ottenuto per il TBARS, anche per la variabile del “numero
di perossidi” nei salami arricchiti con I’estratto fenolico, invece i risultati ottenuti mostrano che i
composti fenolici non sembrano ridurre la produzione di perossidi, ma anzi nei salami arricchiti
con 150mg/100g di fenoli si registrano i risultati piu elevati: la valutazione del numero di perossidi
sarebbe da riproporre in un altro studio similare per confrontare i risultati, perché c’¢ il sospetto che
il numero di perossidi di alcuni salami si sia alzato durante 1’analisi di laboratorio.

Sempre nei salami arricchiti con i composti fenolici per quanto riguarda 1’acidita titolabile, non si
sono notate differenze significative rispetto ai salami non arricchiti (tesi BIANCO e
CONTROLLO): le tesi L1 ed L2 presentano a volte valori superiori rispetto ai salami non arricchiti.
Per quanto riguarda la % di grasso, I’'umidita, il pH e ’aw 1’aggiunta dell’estratto fenolico non ha
compromesso o modificato sostanzialmente I’evoluzione dei parametri appena citati nei salami
interi durante la stagionatura.

Nei salami stagionati 30 giorni, poi affettati, posti in MAP (70% N, e 30% CO,) a 4-6°C ed esposti
alla luce neon con alternanza di luce e buio 1 risultati non si discostano molto da quelli gia visti nei
salami interi.

Nei salami esposti (affettati e confezionati in MAP) i composti fenolici riducono la produzione di
composti secondari (terminali) dell’ossidazione lipidica (tra cui la malondialdeide), misurati con la
tecnica TBARS, rispetto ai salami non arricchiti. Nei salami esposti si osserva valori del numero di
perossidi inferiori nei salami arricchiti rispetto i salami B e C, ma questa differenza non ¢ ancora
statisticamente significativa perché 0,05<(p=0,054)<0,10. Per quanto riguarda 1’acidita titolabile
non c’¢ differenza tra i salami esposti arricchiti con 1 composti fenolici 0 meno.

Il pH dei salami esposti non presenta notevoli differenze tra le tesi C,L1 ed L2, mentre nella tesi B
il pH sale in maniera piu decisa; in linea generale, per i salami esposti, si osserva un aumento
dell’aw durante il periodo di esposizione alla luce senza particolari differenze tra le tesi.

I composti fenolici hanno dimostrato un effetto di riduzione dei composti secondari dell’ossidazione
lipidica, ma per dimostrare o0 meno che i composti fenolici ottenuti dall’acqua di vegetazione di un
frantoio, possano essere degli ingredienti realmente utili in insaccati da stagionare, occorre svolgere
una seconda prova, prestando particolare attenzione sull’analisi del numero di perossidi durante i

giorni stagionatura.
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