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Nelle matrici alimentari la radiazione ionizzante produce radicali liberi che possono essere
rivelati attraverso la tecnica della risonanza di spin elettronico (Electron Spin Resonance, ESR) e
utilizzati come marcatori per I’identificazione degli alimenti irradiati. Sfortunatamente, pero,
nella maggior parte dei casi la vita media dei radicali prodotti & brevissima, dell’ordine di 10%?s,
a causa dell’elevato contenuto di acqua presente negli alimenti. Nelle matrici cristalline quali
0sso, lische di pesce, frutta secca o parti legnose, tuttavia, i radicali prodotti rimangono
sufficientemente stabili rendendo possibile 1’identificazione dell’irraggiamento.

I metodi basati sull’utilizzo della tecnica della risonanza di spin elettronico, approvati a livello
europeo dal CEN (Comité Européen de Normalisation) e recepiti dall’Ente Nazionale Italiano di
Unificazione, UNI, indicati per ’identificazione dell’irraggiamento nelle matrici del “Piano
nazionale di controllo ufficiale sugli alimenti e i loro ingredienti trattati con radiazioni ionizzanti”,
sono i seguenti:

— EN1786:1997 Ricerca di alimenti irraggiati contenenti ossa. Metodo per spettroscopia
di risonanza elettronica di spin (ESR);

— EN1787:2000 Ricerca di alimenti irraggiati contenenti cellulosa mediante spettroscopia
di risonanza elettronica di spin (ESR);

— EN13708:2002 Ricerca di alimenti irraggiati contenenti zucchero cristallino mediante
spettroscopia di risonanza elettronica di spin (ESR).

Risonanza di spin elettronico

La tecnica della risonanza di spin elettronico o tecnica ESR ¢ in grado di rivelare specie
chimiche con elettroni non accoppiati (es. radicali liberi) immerse in un campo magnetico. In
Figura 1 é riportata una descrizione schematica della tecnica.
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Figura 1. Rappresentazione schematica di un esperimento di risonanza di spin elettronico
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Gli elettroni non accoppiati, presenti nel campione posto all’interno del campo magnetico,
assorbono energia elettromagnetica da una radiazione incidente (microonde) producendo uno
spettro di assorbimento caratteristico della specie chimica esaminata. Il fenomeno é rappresentato
in modo semplificato in Figura 2, dove gli elettroni non accoppiati sono considerati, per maggiore
chiarezza, liberi da interazioni reciproche e con i nuclei: in queste condizioni ad essi sono associati
solo momenti magnetici di spin (rappresentati con frecce nella figura) dovuti alle correnti prodotte
dai movimenti di rotazione degli elettroni intorno ai propri assi. In assenza di campo magnetico
esterno i momenti magnetici di spin sono orientati in modo casuale e gli elettroni possiedono tutti
la stessa energia Eo.

La presenza di un campo magnetico H provoca I’allineamento del momento magnetico nella
direzione del campo e un incremento dell’energia dell’elettrone della quantita
1/2 gBH, che cresce all’aumentare dell’intensita del campo H ed ¢ positiva o negativa a seconda
del verso dello spin, concorde o discorde con il campo H rispettivamente. In queste condizioni,
fornendo al sistema I’energia elettromagnetica necessaria & possibile indurre la transizione di un
elettrone dal livello energetico E; al livello energetico E». La transizione avviene quando I’energia
elettromagnetica di eccitazione, hv, € pari alla differenza in energia, gpH, tra i due livelli, ossia
quando si realizza quella che viene definita la “condizione di risonanza™:

hv=gpH

dove g ¢ il fattore di Land¢ dell’elettrone libero (2,0023), f ¢ il magnetone di Bohr, h € la costante
di Planck, v ¢ la frequenza della radiazione elettromagnetica di eccitazione.

H=0 H T

E,=E,+gpH)2 @@ ® ‘

assorbimento di energia
elettromagnetica
(hv)

E,=E,-gBH?2 000 0@ *

E

Eo

Figura 2. Descrizione schematica del fenomeno fisico alla base della tecnica ESR.
L’assorbimento avviene quando I’energia elettromagnetica di eccitazione hv & pari alla differenza
in energia, gBH, trai due livelli (E1 ed Ez), generati dal campo magnetico esterno, ossia quando
si realizza quella che viene definita la “condizione di risonanza” hv=gH
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Partendo dalla condizione di risonanza si possono immaginare due diversi metodi di misura:
si puo pensare di fissare il campo magnetico H e variare la frequenza v o viceversa. Nel primo
caso si mantiene costante la separazione fra i livelli energetici e si varia la frequenza della
radiazione incidente fino a raggiungere la condizione di risonanza. Nel secondo caso si fissa la
frequenza e si modifica la spaziatura fra i livelli variando I’intensita del campo magnetico. Nella
maggior parte delle tecniche spettroscopiche si utilizzano campi elettromagnetici a frequenza
variabile dato che i livelli energetici, di solito, non possono essere modificati. Nel caso della
tecnica ESR, per ragioni pratiche, si preferisce seguire il secondo tipo di approccio. Con la tecnica
ESR si espone, quindi, il campione a una radiazione di frequenza opportuna e si esegue una
scansione di campo magnetico sino a raggiungere un valore tale da ottenere la condizione di
risonanza. Pertanto gli spettri ESR sono riportati in funzione dell’intensita del campo magnetico
esterno (Figura 3).
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Figura 3. Assorbimento risonante di energia elettromagnetica (microonde)
da parte di elettroni non accoppiati immersi in un campo magnetico

Sebbene siano possibili, in linea di principio, infinite scelte per la frequenza v e per il campo
magnetico H che soddisfino la condizione di risonanza, in pratica si preferisce lavorare ad alte
frequenze (microonde) per avere una maggiore sensibilita; la differenza fra le popolazioni dei due
livelli energetici, dalla quale dipende il numero delle transizioni indotte dalla radiazione incidente
e, quindi, I’assorbimento, cresce, infatti, linearmente (in prima approssimazione) all’aumentare
della separazione energetica tra i due livelli e quindi, come conseguenza della condizione di
risonanza, della frequenza della radiazione incidente.

Il segnale ESR che si registra non ha la classica forma dei segnali di assorbimento (gaussiana
o lorenziana), ma ne ¢ la derivata prima e ha la forma di una curva bifasica del tipo di quelle
mostrate in Figura 4 (in basso). Questa forma € prodotta da un particolare accorgimento tecnico
per larivelazione, detto ““a sensibilita di fase”, utile a ridurre il livello di rumore elettronico. Infatti,
anche a frequenze elevate come quelle delle microonde che si usano normalmente (v = 10'° s,
la sensibilita del sistema & piuttosto bassa. Allo scopo di aumentare la sensibilita della tecnica, gli
spettrometri ESR utilizzano una modulazione con una frequenza dell’ordine dei 100 kHz del
campo magnetico statico applicato e una rivelazione a sensibilita di fase che consente di rivelare
solo i segnali, con frequenza pari a quella di modulazione, in fase con un opportuno segnale di
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riferimento. In questo modo si ottengono segnali di assorbimento caratterizzati da un rapporto
segnale-rumore che ¢ ordini di grandezza superiore.

assorbimento (A)
Pendenza

derivataprima
dell’assorbimento (A’)

Figura 4. Modulazione del campo magnetico statico H. Se I’ampiezza della modulazione del campo
H é piccolarispetto alla larghezza della curva di assorbimento (A) il valore ottenuto in uscita sara
proporzionale alla pendenza della curva e quindi alla derivata prima (A’) rispetto ad H della curva A

Lo spettro ESR quasi mai & composto da un singolo segnale simmetrico (riga), ma & spesso
estremamente complesso. Tale complessita e originata dalla presenza di altri spin (altri elettroni
e nuclei a spin non nullo) in vicinanza dell’elettrone non accoppiato che si vuole esaminare, oltre
che da possibili anisotropie del materiale. Il segnale ESR pu0 avere per esempio una forma come
quella di Figura 5.
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Figura 5. Spettro ESR di polvere di ossa di anatra irradiate (3 kGy). Nello spettro sono evidenti tre
righe: lariga presente anche nelle ossa non irradiate (gs) e le due righe (g1 e g2) dovuti al radicale
CO2 che si forma per irraggiamento nell’idrossiapatite
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In questo caso, la molecola su cui si trova I’elettrone spaiato ha una simmetria assiale che si
riflette nella forma di riga. In altri casi, lo spettro puo essere composto da righe equidistanti e di
uguale forma (Figura 6) che crescono tutte insieme al crescere della concentrazione dei radicali.

J( rJFJ J/

H

Figura 6. Spettro ESR dello ione manganese Mn?*,
Le 6 righe sono dovute all’interazione iperfine con il nucleo di spin 5/2

Questo effetto & creato da campi locali permanenti che sono generati dai nuclei vicini con spin
nucleare diverso da zero e la cui presenza non dipende dal campo magnetico esterno. La presenza
di campi magnetici locali determina il verificarsi della condizione di risonanza in corrispondenza
di valori diversi del campo H esterno. Il fattore g (= hv/BH), quindi, nei casi reali non & quello
dell’elettrone libero, ma dipende dal campo magnetico locale che si aggiunge o si sottrae a quello
esterno e pud anche essere un tensore anisotropo. E d’uso identificare le risonanze attraverso il
loro valore di g anche se gli spettri sono rappresentati in funzione del campo magnetico H, poiché
g dipende soltanto dall’ambiente locale all’interno del materiale e non dalle condizioni di misura.
Gli altri parametri che caratterizzano il segnale ESR sono: la larghezza di riga AH e I’ampiezza
picco-picco, A.

Lo spettro che si registra € quindi caratteristico della struttura in cui si trovano gli elettroni non
accoppiati (i centri paramagnetici) e pud essere utilizzato per I’identificazione di una molecola o
di un radicale.

Apparato strumentale e misura

Le parti essenziali di uno spettrometro ESR sono:
magnete;

— sorgente a microonde;

cavita risonante;

— sistema per la rivelazione del segnale.

Il campo magnetico statico & solitamente generato da un elettromagnete alimentato da una corrente
che pud variare linearmente in modo da ottenere una scansione del campo di ampiezza e velocita
opportune. Se si utilizza, come avviene di solito, il metodo di rivelazione a “sensibilita di fase” la
corrente di alimentazione deve essere anche modulata ad una frequenza specifica (50-100 kHz).

La sorgente é costituita, nella maggior parte degli apparati, da un diodo gunn che fornisce onde
elettromagnetiche con lunghezze d’onda nella regione delle microonde. La potenza del fascio pud
essere regolata da un attenuatore che, generalmente, consente riduzioni da 0 a 60 dB.

La cavita risonante & essenzialmente, una porzione di guida d’onda, chiusa agli estremi, nella
quale si crea un sistema di onde stazionarie. La frequenza di risonanza € determinata dalle
dimensioni della cavita stessa.
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Il rivelatore € rappresentato da un diodo al silicio collegato ad un amplificatore di basso
rumore. Il diodo si comporta come un rettificatore di microonde che trasforma |’onda
elettromagnetica incidente in un segnale elettrico di corrente. Poiché il campo magnetico, H, cui
& sottoposto il campione, € modulato, anche il segnale di corrente rivelato risulta periodico con
frequenza uguale a quella del campo modulante (50-100 kHz). Il segnale dal diodo,
opportunamente filtrato e amplificato viene inviato insieme alla corrente di modulazione
all’ingresso di un rivelatore di fase che fornisce in uscita un valore di tensione che dipende
dall’ampiezza del segnale di corrente e dalla differenza di fase tra i due ingressi. Il metodo di
rivelazione appena descritto, noto come “rivelazione a sensibilita di fase™, presenta il vantaggio
della riduzione del rumore di fondo che si traduce in una diminuzione della soglia di rivelazione
e, di conseguenza, in un aumento della sensibilita. Il rivelatore a sensibilita di fase, infatti,
trasferisce soltanto quelle componenti del segnale presente in ingresso che hanno frequenza pari
a quella del segnale di riferimento (segnale di modulazione) e che presentano una determinata
relazione di fase con tale segnale. Le componenti spurie, che possono avere frequenze diverse da
quella di riferimento e cambiano molto rapidamente fase, vengono bloccate. L’azione di filtraggio
si esplica cosi a due livelli: a livello della frequenza, perché viene trasmessa solo la frequenza
fondamentale, e a livello della fase. VVariando la costante di tempo del sistema si possono ottenere
bande passanti molto strette che consentono di aumentare notevolmente la precisione di misura.

Esistono in commercio, forniti da varie ditte, diversi tipi di spettrometri con dimensioni, costi
e prestazioni diversi. Sono disponibili anche apparati appositamente progettati e configurati per
le analisi sugli alimenti irradiati. Si tratta di spettrometri dotati di magnete permanente e tubi per
I’inserimento dei campioni che possono contenere marcatori standard certificati specifici per la
categoria di matrici da analizzare.

Per eseguire la misura il campione viene introdotto nella cavita risonante all’interno di appositi
tubi in vetro o quarzo del diametro di qualche millimetro come quelli mostrati in Figura 7.

Figura 7. Tubi utilizzati per I'inserimento dei campioni nella cavita risonante

Gli spettri ESR dipendono fortemente dalle condizioni di misura adottate (ampiezza di
modulazione e potenza effettiva del fascio a microonde, per esempio) e dalle caratteristiche del
campione (presenza di acqua, tipo di specie paramagnetica, temperatura). Una scelta non opportuna
dei parametri di registrazione puo determinare distorsioni, anche notevoli, dei segnali esaltando
alcune componenti ed escludendone altre. D’altra parte questa possibilita, offerta dalla tecnica ESR,
di modificare le caratteristiche dello spettro fissando opportunamente le condizioni di registrazione
puo tornare utile in alcuni casi: quando ad esempio si studiano segnali parzialmente sovrapposti il
fatto di poterne eliminare alcuni permette di discriminarli e di effettuare misure pit accurate.

L’ampiezza di modulazione, Hm, deve essere mantenuta piccola rispetto alla larghezza di riga;
soltanto in questo caso, infatti, lo spettro ottenuto corrisponde alla derivata prima della curva di
assorbimento. Gli effetti di una sovramodulazione sono illustrati in Figura 8.
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Figura 8. Segnale ESR indotto dalla radiazione ionizzante in un campione di uvetta registrato
in diverse condizioni di modulazione del campo magnetico esterno H

Per piccoli valori dell’ampiezza di modulazione (molto minori dell’ampiezza di riga) la forma
della curva rimane costante mentre I’ampiezza picco-picco cresce in maniera proporzionale
all’ampiezza di modulazione; quando ci si avvicina all’ampiezza di riga I’ampiezza picco-picco
diminuisce mentre aumenta la sua larghezza. Quindi la sovramodulazione determina una
distorsione del segnale. In genere & opportuno scegliere il valore massimo dell’ampiezza di
modulazione nell’intervallo di proporzionalita.

Per quanto riguarda la scelta della frequenza di modulazione, generalmente sarebbe preferibile
lavorare ad alte frequenze. Infatti, sebbene la rivelazione a sensibilita di fase migliori il rapporto
segnale-rumore, anche con questo metodo si ha comunque una componente spuria, non
trascurabile, del segnale. Lo stesso rivelatore, infatti, genera rumore. Poiché tale contributo &
all’incirca inversamente proporzionale alla frequenza di modulazione, I’uso di modulazioni ad
alta frequenza ne consente la riduzione. La maggior parte degli spettrometri di piccola
dimensione, come quelli utilizzati per la rivelazione degli alimenti irradiati, utilizzano 100 kHz.

Il sistema di rivelazione a sensibilita di fase agisce come un filtro passa-basso, a resistenza e
capacita, estremamente sensibile e selettivo la cui larghezza di banda e determinata dalla costante
di tempo © =RC. La costante di tempo, o tempo di risposta, & quindi una misura dell’incapacita
del rivelatore a banda stretta di amplificare senza distorsione segnali che sono registrati in un
tempo piccolo rispetto a t. Affinché il segnale non venga distorto é necessario quindi che il tempo
At impiegato dal campo di scansione per passare tra i due punti a mezza altezza del segnale sia
dell’ordine di 10 1. Se questa condizione non ¢ soddisfatta, allora la forma della riga registrata
risultera distorta. Poiché il rumore aumenta all’aumentare della costante di tempo,
sperimentalmente & conveniente, per prima cosa, scegliere la costante di tempo in maniera da
rendere massimo il rapporto segnale-rumore e in secondo luogo scegliere la velocita di scansione
del campo magnetico in modo che la condizione At = 10 1 sia soddisfatta.

La potenza del fascio di microonde incidente sul campione caratterizza il flusso di energia
dalla radiazione al sistema di spin. Finché la potenza si mantiene bassa, I’energia fluisce in modo
efficiente dal sistema di spin all’ambiente circostante, gli spin si liberano velocemente
dell’energia acquisita dal campo elettromagnetico e la differenza tra le popolazioni dei due livelli
del sistema rimane pressoché costante. In questo caso, all’aumento della potenza incidente,
corrisponde un aumento della potenza assorbita e, quindi, dell’ampiezza del segnale. In questa
fase I’ampiezza ESR del segnale aumenta proporzionalmente alla radice quadrata della potenza
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incidente. Man mano che la potenza cresce, il sistema non é pil in grado di “smaltire” I’energia

in eccesso; in queste condizioni gli spin non accoppiati hon rispondono piu in modo efficiente e

tempestivo alle sollecitazioni esterne e il sistema entra in “saturazione”. In questa fase, I’ampiezza

ESR del segnale, raggiunto il massimo, decresce e tende a zero per valori elevati della potenza.
E possibile valutare il fattore g di un segnale inserendo in cavita, insieme al campione, una

sostanza (marcatore) caratterizzata da un segnale ESR di cui é noto il valore del fattore g (gm).
Si utilizza la relazione:

g = gmHwm/Hy
Hw € il valore di campo magnetico corrispondente al segnale del marcatore.
Hg € il valore di campo magnetico corrispondente al segnale incognito.

Metodo UNI EN 1786

Il metodo si basa sulla rivelazione, con tecnica ESR, dei radicali radioindotti nelle ossa. |
frammenti ossei provenienti da carni irradiate danno luogo, infatti, ad un segnale anisotropo
complesso, composto da una prima riga stretta (ca. 0,3 mT) con g1~ 2,002 e una seconda riga di
larghezza analoga (ca. 0,3 mT) con g2 ~ 1,998, attribuito al radicale anione (COy) radioindotto
nell’idrossiapatite. I frammenti di ossa provenienti da carni non irradiate, invece, mostrano un
debole segnale ESR consistente in una sola riga simmetrica con gs ~ 2,005. La riga con gs ~ 2,005
€ molto larga (da 0,8 a 1,0 mT) e la sua intensita puo variare sensibilmente con la matrice in esame.
Tale riga viene comunemente attribuita a specie radicaliche presenti nei residui organici ed e spesso
visibile anche nei campioni di ossa prelevate da carni irradiate. La Figura 9 mostra gli spettri
registrati con campioni di ossa prelevate da carni non irradiate e irradiate alla dose di 3 kGy.

gs~ 2,005

Figura 9. Spettro ESR di polvere di ossa di anatra non irradiata (a) e irradiata alla dose di 3 kGy (b)

Il metodo UNI EN 1786 ¢ stato validato, attraverso test di validazione internazionali, per manzo,
pollo e trota. Ci sono evidenze sperimentali, tuttavia, che indicano che il metodo pud essere
applicato anche ad altre matrici di carni e pesci contenenti ossa o lische. A livello nazionale
nell’ambito dei programmi di ricerca finalizzata ¢ stata verificata la possibilita di estendere il metodo
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ad altre matrici quali: anatra, coniglio, equino, maiale, ovino e tacchino. L’intensita dei segnali ESR
delle ossa irradiate non subisce variazioni significative per diversi mesi e i campioni rimangono
identificabili per tutto ’arco dell’ipotetica durata di conservazione dei prodotti. Matrici con scarsa
mineralizzazione possono presentare segnali ESR pitl deboli senza pero causare problemi per la loro
corretta identificazione qualitativa che & di fatto basata sulla morfologia dei segnali. | risultati della
ricerca hanno anche indicato che i segnali ESR non sono significativamente influenzati dal
riscaldamento del campione (es. la bollitura in acqua) e dal processo di congelamento.

Applicazione alle matrici del Piano

Le matrici di origine animale previste dal Piano sono: seppie con 0sso, cosce di rana con 0ssa,
pesci con lisca, pollame con ossa. Nei paragrafi seguenti vengono riportate indicazioni
sull’applicazione del protocollo a queste matrici.

Matrici animali
Preparazione del campione

Procedere alla rimozione della parte edibile e del midollo osseo servendosi ad esempio di
coltelli o bisturi di opportuna dimensione e forma. Frantumare grossolanamente le ossa o le lische
cosi ripulite (anche con I’'uso di morsa e pinze) e in seguito lavarle piu volte in acqua sotto
vigorosa agitazione fino a che I’acqua di risciacquo resti incolore e sia priva di particolato in
sospensione. Nel caso di matrici con una componente lipidica particolarmente elevata, pud essere
conveniente trattare i frammenti ossei con solventi organici (etanolo) (Figura 10).

N\

gs~ 2,005

gs ~ 2,005

Figura 10. OSSA DI ANATRA IRRADIATE: spettri ESR di polvere non trattata (a)
e trattata con etanolo (b); il segnale di origine organica gs=2,005 appare notevolmente
ridotto dopo il trattamento con etanolo
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Essiccare il materiale osseo cosi trattato mantenendolo ad una temperatura inferiore a 50°C ed
eventualmente polverizzarlo prima di inserirlo (circa 100-200 mg) nel tubo di misura.

Registrazione dello spettro ESR

Si registra lo spettro ESR del campione, per esempio, nelle seguenti condizioni strumentali,
utilizzando un marcatore per il calcolo dei valori di g:

Frequenza ca. 9,7 GHz (banda X)
Campo centrale ca. 342 mT

Intervallo di scansione 5-20 mT

Ampiezza di modulazione 0,2-0,4 mT

Potenza microonde 5-12,5 mW

Costante di tempo 50-200 ms

Velocita di scansione 2,5-10 mT/min

Valutazione dei risultati

La valutazione dei risultati € basata sui dati ottenuti nel corso di test di validazione
internazionali e nazionali e su dati di letteratura.

Per la valutazione dei risultati delle analisi e la classificazione dei campioni, facendo
riferimento alla Figura 9, si utilizza lo schema decisionale della Tabella 1.

Tabella 1. Metodo UNI EN 1786: schema decisionale applicato alle matrici indicate nel Piano

Matrice Segnale simmetrico  Segnale anisotropo Risultato Esito
gs=2,005 g1=2,002 g»=1,998
Seppie con 0sso, presente assente negativo non irradiato

cosce di rana con
0ssa, pesci con lisca,
pollame con ossa assente presente positivo irradiato

I metodo UNI EN 1786 applicato alle matrici indicate nel Piano é affidabile e non richiede
ulteriori indagini. Il risultato analitico, positivo o negativo, € sempre valido e non richiede
conferma.

Metodo UNI EN 1787

Il metodo si basa sulla rivelazione, con tecnica ESR, dei radicali radioindotti nella cellulosa
contenuta negli alimenti di origine vegetale.

In generale, da campioni non irradiati si ottiene un segnale simmetrico. Nei campioni trattati
con radiazioni ionizzanti si nota invece un aumento del segnale simmetrico e la comparsa di due
righe (picchi laterali o satelliti) di risonanza, alla sinistra e alla destra del segnale principale,
distanti fra loro circa 6 mT. La Figura 11 mostra due esempi di spettri registrati con gusci di
nocciole non irradiate (in alto) e irradiate (in basso). 11 metodo UNI EN 1787 é stato validato,
attraverso test ciechi, condotti a livello internazionale, per paprika, fragole e pistacchi. Ci sono
evidenze sperimentali, tuttavia, che indicano che il metodo pud essere applicato anche ad altre
matrici vegetali quali: erbe e spezie in genere, frutti di bosco e frutta a guscio. A livello nazionale
nell’ambito dei programmi di ricerca finalizzata finanziati dal Ministero della Salute é stata
verificata la possibilita di estendere il metodo anche ad arachidi, mandorle, mirtilli, noci, nocciole
e alcuni ingredienti per integratori a base di piante.
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Figura 11. Esempi di spettri ESR di nocciole non irradiate (a) e irradiate alla dose di circa 6 kGy (b)
(le frecce indicano i picchi satelliti distanti circa 6 mT)

La stabilita dei radicali radioindotti dipende molto dalle condizioni (umidita e temperatura) di
conservazione e, in alcuni casi, la loro sopravvivenza pud essere inferiore alla durata di
conservazione del prodotto.

Applicazione alle matrici del Piano

Le matrici di origine non animale previste dal Piano Nazionale che possono essere analizzate
con il metodo UNI EN 1787 sono: erbe, spezie e ingredienti per integratori (esclusi gli estratti
vegetali), frutta fresca (fragole, mirtilli, ribes, more, papaya, avocado, mango), frutta a guscio
(noci, nocciole, pistacchi, mandorle, arachidi e castagne), funghi essiccati.

Nei paragrafi seguenti vengono riportate indicazioni sull’applicazione del metodo a queste
matrici.

Matrici non animali

Erbe, spezie e ingredienti per integratori (esclusi gli estratti vegetali)

Preparazione del campione

Prodotti in foglie: ridurre le foglie a dimensioni adatte all’inserimento nei tubi ESR mediante
I’utilizzo di mortaio e pestello.

Prodotti in bacche: ridurre le bacche a dimensioni adatte all’inserimento nei tubi ESR,
mediante I’utilizzo di un bisturi.

Prodotti in semi: generalmente non € necessario effettuare alcun trattamento, tuttavia in alcuni
casi (soia) e necessario asportare la cuticola mediante I’utilizzo di un bisturi.

Prodotti in frutti: generalmente non & necessario effettuare alcun trattamento.
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In generale, utilizzare circa 100 mg di prodotto o una quantita sufficiente a riempire la regione
di sensibilita della cavita di risonanza. Porre in stufa a circa 45°C per circa un’ora.

Registrazione dello spettro ESR

Registrare lo spettro ESR del campione, per esempio, nelle seguenti condizioni strumentali,
senza utilizzare marcatori per la valutazione del fattore g. Di seguito i parametri di registrazione
consigliati:

— Frequenza ca. 9,7 GHz (banda X)
— Campo centrale ca. 348 mT

— Intervallo di scansione ca.20mT

— Ampiezza di modulazione 0,4-1,0 mT

— Potenza microonde 0,4-0,8 mW

— Costante di tempo 100-200 ms

— Velocita di scansione 5-10 mT/min

Valutazione dei risultati

Dall’esame della letteratura e sulla base dei risultati dei test di validazione internazionali e
nazionali, gli spettri ESR di queste matrici appaiono spesso complessi e di difficile
interpretazione, caratterizzati dalla sovrapposizione di segnali dovuti a radicali/centri
paramagnetici diversi (Figura 12). Inoltre, la stabilita dei radicali radioindotti dipende molto dalle
condizioni (umidita e temperatura) di conservazione e, in alcuni casi, la loro sopravvivenza pud
essere inferiore alla durata di conservazione del prodotto. Quindi il campione puo essere
correttamente identificato solo nel caso in cui si possano individuare chiaramente, come nella
Figura 11, i picchi satelliti alla sinistra e alla destra del picco centrale, distanti circa 6 mT e tipici
della cellulosa irradiata. In questo caso si parla di risultato positivo e il campione risulta irradiato.

3440 3460 3480 3500 p 40 3560 3580

Campo magnetico (G)

Figura 12. GINGKO BILOBA: spettro ESR di un campione di foglie irradiato alla dose di 5 kGy.
Nello spettro la presenza di diversi segnali sovrapposti non consente I’individuazione
dei picchi laterali del segnale della cellulosa irradiata

In tutti gli altri casi (picchi satelliti ad una distanza diversa da circa 6 mT, spettro complesso e
di difficile interpretazione, assenza di picchi satelliti), il risultato & negativo ma non permette di
identificare il campione come non irradiato e | ‘analisi deve essere ripetuta con un altro dei metodi
riportati nel Piano. Per la valutazione dei risultati delle analisi e la classificazione dei campioni
si utilizza lo schema decisionale della Tabella 2.
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Tabella 2. Metodo UNI EN 1787: schema decisionale applicato a erbe, spezie e ingredienti per integratori

Matrice Picchi satelliti Risultato Esito Azioni
distanti 6 mT

Erbe, spezie ripetere I'analisi con un altro

e ingredienti assentl negativo indeterminato dei metodi indicati nel Piano
per integratori

(ESCTS"_)Q“ estratti presenti positivo irradiato nessuna

vegetal

I metodo UNI EN 1787 applicato a erbe, spezie e ingredienti per integratori e affidabile solo
qguando il risultato & positivo.

Frutta fresca: fragole, mirtilli, ribes, more, papaya, avocado, mango

Preparazione del campione

Separare i semi o le parti legnose dalla polpa. Nel caso dei frutti di bosco (fragole, ribes, more
e mirtilli) trattare i frutti con un omogeneizzatore a lame e proseguire aggiungendo circa 500 mL
di acqua mescolando accuratamente. Lasciare sedimentare i semi o le parti legnose sul fondo ed
eliminare I’acqua insieme alla polpa in superficie. Ripetere questa procedura una o piu volte in
modo da rimuovere tutta la polpa. Filtrare i semi e/o le parti legnose e porli su carta da filtro al
fine di eliminare I’acqua. Asciugare in stufa a circa 45°C per un’ora circa. Inserire il campione
(circa 100 mg) nel tubo ESR.

Registrazione dello spettro ESR

Registrare lo spettro ESR del campione nelle condizioni strumentali indicate per erbe, spezie
e ingredienti per integratori.
Valutazione dei risultati

Dall’esame della letteratura e sulla base dei risultati dei test di validazione internazionali e
nazionali, gli spettri ESR di queste matrici appaiono spesso complessi, caratterizzati dalla
sovrapposizione di segnali dovuti a radicali/centri paramagnetici diversi e quindi di difficile
interpretazione (Figura 13).

/""“"\—-r'

3440 3460 3480 3500 352 3540 3560 3580

campo magnetico (G)

Figura 13. MIRTILLI FRESCHI: spettro ESR di un campione irradiato alla dose di 0,15 kGy.
| picchi laterali identificabili non presentano la corretta separazione
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Inoltre, la stabilita dei radicali radioindotti dipende molto dalle condizioni (umidita e
temperatura) di conservazione e, in alcuni casi la loro sopravvivenza puo essere inferiore alla
durata di conservazione del prodotto. Sulla base dei dati a disposizione, inclusi quelli ottenuti
nell’ambito di progetti di ricerca finalizzata, il segnale radioindotto in mirtilli e fragole, in
condizioni normali di conservazione, risulta visibile per periodi di tempo sufficienti a coprire
I’intera durata di conservazione del prodotto solo per dosi di trattamento superiori o uguali a 1
kGy. Quindi il campione pud essere correttamente identificato solo nel caso in cui si possano
individuare chiaramente, come nella Figura 11 i picchi satelliti alla sinistra e alla destra del picco
centrale, distanti circa 6 mT e tipici della cellulosa irradiata. In questo caso si parla di risultato
positivo e il campione ¢ identificato come irradiato. In tutti gli altri casi (picchi satelliti ad una
distanza diversa da circa 6 mT, spettro complesso di difficile interpretazione, assenza di picchi
satelliti), il risultato & negativo ma non permette di identificare il campione come non irradiato e
I’analisi deve essere ripetuta con un altro dei metodi riportati nel Piano.

Per la valutazione dei risultati delle analisi e la classificazione dei campioni si utilizza lo
schema decisionale della Tabella 3.

Tabella 3. Metodo UNI EN 1787: schema decisionale applicato alla frutta fresca indicata nel Piano

Matrice Picchi satelliti Risultato Esito Azioni
distanti= 6 mT

Fragole, mirtilli, . . . . ripetere I'analisi con un altro
. assenti negativo indeterminato ) A -
ribes, more, dei metodi indicati nel Piano
papaya, avocado, ] o T

mango presenti positivo irradiato nessuna

Il metodo UNI EN 1787 applicato alla frutta fresca indicata nel Piano e affidabile solo quando
il risultato & positivo.

Frutta a guscio: noci, nocciole, mandorle, arachidi, pistacchi, castagne

Preparazione del campione

Ridurre il guscio del campione (circa 50-100 mg) in frammenti di dimensioni opportune per
essere inseriti all’interno dei tubi ESR usando per esempio tenaglie o forbici (0 un mulino
elettrico). Porre in stufa a circa 45°C per circa un’ora.

Registrazione dello spettro ESR

Registrare lo spettro ESR del campione nelle condizioni strumentali indicate per erbe, spezie
e ingredienti per integratori.
Valutazione dei risultati

Dall’esame della letteratura e sulla base dei risultati dei test di validazione internazionali e
nazionali, il segnale ESR radioindotto (picchi satelliti) tipico della cellulosa irradiata nelle matrici
quali noci, nocciole, pistacchi e mandorle, in condizioni normali di conservazione, risulta stabile
e riconoscibile per periodi di tempo sufficienti a coprire I’intera durata di conservazione del
prodotto (Figure 14 e 15).
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Per matrici quali arachidi e castagne vi sono limitazioni dovute alla stabilita del segnale
radioindotto non visibile chiaramente per I’intera durata di conservazione.

Vah e

3440 3460 3480 3500 352 3540 3560 3580

Campo magnetico (G)

Figura 14. NOCI: spettro ESR di un campione irradiato alla dose di 5 kGy.
| picchi laterali, distanti circa 6 mT e ben visibili, consentono di classificare il campione
come irradiato

3440 3460 3480 3500 352 3540 3560 3580
campo magnetico (G)

Figura 15. NOCI: spettro ESR di un campione irradiato alla dose di 5 kGy
circa due anni prima dell’analisi. Nello spettro i picchi laterali sono ancora ben visibili
e consentono di classificare il campione come irradiato

Sulla base di quanto riportato sopra, il metodo consente, nei limiti sopra specificati, la
classificazione di frutta a guscio irradiata (non irradiata) sulla base della presenza (assenza) dei
picchi satelliti alla sinistra e alla destra del picco centrale, distanti circa 6 mT, tipici della cellulosa
irradiata. In presenza dei picchi satelliti alla sinistra e alla destra del picco centrale, distanti circa
6 mT il risultato e positivo e il campione € identificato come irradiato; in assenza dei picchi il
risultato & negativo e il campione é identificato come non irradiato.

Per la valutazione dei risultati delle analisi e la classificazione dei campioni si utilizza lo
schema decisionale della Tabella 4.
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Tabella 4. Metodo UNI EN 1787: schema decisionale applicato alla frutta a guscio indicata nel Piano

Matrice Picchi satelliti Risultato Esito Azioni
distanti 6 mT

Noci, nocciole, assenti negativo non irradiato nessuna
pistacchi _ o R
e mandorle presenti positivo irradiato nessuna
idi assenti negativo indeterminato ripetere 'analisi con un altro
Arachidi 9 dei metodi indicati nel Piano

e castagne : - e
presenti positivo irradiato nessuna

I metodo UNI EN 1787 applicato a noci, nocciole, pistacchi e mandorle e affidabile e non
richiede ulteriori indagini; il risultato analitico, positivo o negativo, € sempre valido.

Per arachidi e castagne il metodo e affidabile solo se il risultato € positivo, in caso contrario
e richiesta I'applicazione di un altro dei metodi riportati nel Piano.

Funghi essiccati

Preparazione del campione

Ridurre i campioni (circa 100 mg) a dimensioni adatte all’inserimento nei tubi ESR. Porre il
campione in stufa a circa 45°C per circa un’ora.

Registrazione dello spettro ESR

Registrare lo spettro ESR del campione nelle condizioni strumentali indicate per erbe, spezie
e ingredienti per integratori.

Valutazione dei risultati

Sulla base dei dati riportati in letteratura e dei risultati dei test di validazione intralaboratorio,
il segnale radioindotto tipico della cellulosa irradiata in queste matrici, in condizioni normali di
conservazione, risulta stabile e riconoscibile per periodi di tempo sufficientemente lunghi (almeno
un anno). Pertanto il metodo consente la classificazione di alimenti irradiati (non irradiati) sulla
base della presenza (assenza) dei picchi satelliti alla sinistra e alla destra del picco centrale,
distanti circa 6 mT, tipici della cellulosa irradiata. In presenza dei picchi satelliti alla sinistra e
alla destra del picco centrale, distanti circa 6 mT il risultato & positivo e il campione ¢ identificato
come irradiato; in assenza dei picchi il risultato & negativo e il campione ¢ identificato come non
irradiato.

Per la valutazione dei risultati delle analisi e la classificazione dei campioni si utilizza lo
schema decisionale della Tabella 5.

Tabella 5. Schema decisionale relativo al metodo UNI EN 1787 applicato ai funghi essiccati

Matrice Picchi satelliti Risultato Esito Azioni
distanti~ 6 mT

Funghi assenti negativo non irradiato nessuna

essiccati presenti positivo irradiato nessuna

I metodo UNI EN 1787 applicato ai funghi essiccati & affidabile e non richiede ulteriori
indagini. Il risultato analitico, positivo o negativo, € sempre valido.
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Metodo UNI EN 13708

Il metodo si basa sulla rivelazione, con tecnica ESR, dei radicali radioindotti negli zuccheri
presenti in forma cristallina nella matrice alimentare.

In generale da campioni non irradiati si ottengono spettri complessi di debole intensita con,
generalmente, un segnale simmetrico di intensita maggiore.

| campioni irradiati presentano invece uno spettro multicomponente che pud assumere forme
e ampiezze diverse (7,4-7,8 mT per campioni di mango e papaya essiccati; 8,7-9,1 mT per fichi
secchi e uvetta) a seconda del tipo di zuccheri presenti nella matrice e della loro struttura.

La Figura 16 mostra due esempi di spettri registrati con campioni di uvetta irradiata e non
irradiata.

Il metodo UNI EN 13708 é stato validato, attraverso test di validazione internazionali, per
uvetta, fichi, mango e papaya essiccati.

La rivelazione di segnali radioindotti nello spettro ESR di un campione di frutta secca dipende
dalla quantita di zuccheri presenti in forma cristallina. Per le matrici di fichi secchi e uvetta, in
condizioni normali di conservazione, i segnali radioindotti non si modificano in modo
significativo nel tempo e risultano stabili e riconoscibili per I’intera durata di conservazione del
prodotto. Nel caso di campioni monocristallini lo spettro ESR potrebbe dipendere
dall’orientamento del campione in cavita, nella maggior parte dei casi, tuttavia, i microcristalli
orientati a caso producono uno spettro del tipo di quello dei campioni in polvere.

uvetta non
irradiata

— |vetta irradiata

Campo magnetico (H)

Figura 16. Esempi di spettri ESR di alimenti contenenti zuccheri in forma cristallina:
uvetta non irradiata (linea grigia) e irradiata a circa 6 kGy (linea nera)

Applicazione alle matrici del Piano

Le matrici di origine non animale previste dal Piano sono: fichi secchi e uvetta. Nei paragrafi
seguenti vengono riportate indicazioni sull’applicazione del protocollo a queste matrici.

Matrici non animali

Preparazione del campione

Ridurre il campione in piccoli frammenti di dimensioni tali da poter essere inseriti nei tubi.
Utilizzare 50-100 mg di prodotto essiccato in stufa a circa 45°C per circa un’ora.
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Registrazione dello spettro ESR
Si registra lo spettro ESR del campione, ad esempio, con le seguenti condizioni strumentali:

— Frequenza ca. 9,7 GHz (banda X)
— Campo centrale ca. 348 mT

— Intervallo di scansione 10-20 mT

— Ampiezza di modulazione 0,15-0,4 mT

— Potenza microonde ca. 5 mwW

— Costante di tempo 100-200 ms

— Velocita di scansione 5-10 mT/min

Valutazione dei risultati

La valutazione dei risultati € basata sui dati ottenuti nel corso di test di validazione
internazionali e nazionali e su dati di letteratura. Per la classificazione dei campioni, facendo
riferimento alla Figura 16, si utilizza lo schema decisionale della Tabella 6.

Tabella 6. Metodo UNI EN 13708: schema decisionale applicato alla frutta secca indicata nel Piano

Matrice Segnale Segnale multicomponente Risultato Esito
simmetrico ampiezza totale (8,7-9,1 mT)

Fichi secchi presente assente negativo non irradiato

uvetta assente presente positivo irradiato

I metodo UNI EN 13708 applicato alla frutta seccaindicata nel Piano € affidabile e non richiede
ulteriori indagini. Il risultato analitico, positivo o negativo, € sempre valido e non richiede
conferma.
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