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RIASSUNTO

In Italia il monitoraggio della contaminazione degli alimenti da policlorodibenzo-p-diossine (PCDD)
e policlorodibenzofurani (PCDF) nell’ambito del Piano Nazionale Residui (PNR) é condotto, dal 1999,
dall’ Istituto Zooprafilattico Sperimental e dell’ Abruzzo e del Molise «G. Caporale» (IZSA& M),
dietro mandato del Ministero della Salute. Nel biennio 1999-2000 sono stati esaminati 238 campioni,
comprendenti principal mente le seguenti matrici: carne (specie bovina, suina, avicola), pesce (trota,
spigola, anguilla, orata), uova, latte, grasso (specie bovina, suina, avicola), mangimi semplici
e composti. Le analisi eseguite, i cui risultati sono stati espressi in termini di Equivalenti di Tossicita
Internazionali o I-TEQ (NATO/CCMS, 1988) e di Equivalenti di Tossicita dell’ Organizzazione Mondiale
della Sanita 0 OMS-TEQ (Van den Berg et al., 1998), hanno evidenziato livelli di contaminazione
comparabili a quelli riscontrati in analoghi studi condotti in altri paesi europei per matrici quali:
latte (media 0,81 pg I-TEQ/g grasso), carne (media 0,73 pg I-TEQ/g grasso),
grasso (media 0,51 pg I-TEQ/g grasso). Il tenore piu alto in diossine e furani € stato riscontrato
nei campioni di pesce (media 5,28 pg I-TEQ/g grasso) e soprattutto nel mangimi per pesci
(media 6,60 pg I-TEQ/g grasso), prodotti che hanno, inoltre, mostrato una netta corrispondenza
dei profili di contaminazione. Altre matrici edibili (latte, carne, uova) hanno evidenziato la presenza
di 1,2,3,4,6,7,8-HpCDD e soprattutto di OCDD; questo fatto potrebbe essere messo in relazione
con l'introduzione sul territorio nazionale di partite di colina cloruro, additivo normal mente
utilizzato in zootecnia, contaminate da tali congeneri.
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Introduzione

| policlorodibenzofurani
(PCDF) e le policlorodibenzo-p-
diossine (PCDD), piu comune-
mente noti come «diossine», costi-
tuiscono una classe di molecole
dotate di proprieta chimiche efisi-
che simili, nonché di un'elevata
tossicita.

Questi composti S formano come
sottoprodotti indesidereti nella com-
bustione ed in dtri process chimici
industriali, e laloro presenza s é
rivelata pressoché ubiquitaria nel-
I'ambiente (8, 27, 37); inaltre il loro
carattere fortemente lipofilo li rende
estremamente persstenti ed in grado
di concentrars in diverd liveli della
catena alimentare (fenomeni di
bioaccumulo); non a caso le piu dte
concentrazioni di PCDD/PCDF sono

date rinvenute in dimenti come car-
ne, pesce, latte (26).

Per quanto concerne la tossi-
cita, un approfondito studio con-
dotto dalla United States Environ-
mental Protection Agency (U.S.
EPA) haindicato diossine e furani
2,3,7,8-sostituiti come agenti
capaci di provocare il cancro (34)
e ha successivamente indotto I’ In-
ternational Agency For Research
on Cancer (IARC) aclassificare la
2,3,7,8-TCDD come «canceroge-
no di prima classe» (22). Tali
composti agiscono interferendo
con il recettore degli idrocarburi
aromatici (AhR) coinvolto nella
mediazione di molti eventi intra-
cellulari, aterandone la normale
funzionalita (4, 24).

L'egposzione umanaa FCDD/PCDF
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DIOXINS CONTAMINATION
OF FOOD IN ITALY:
AN OVERVIEW
OF THE SITUATION 1999-2000

Summary

The Istituto Zooprofilattico dell’Abruzzo
e del Molise «G. Caporale» (IZSA&M)
has been monitoring contamination of
food by the polychlorinated dibenzo-
dioxins (PCDD) and polychlorinated
dibenzo-furans (PCDF) as part of the
National Surveillance Plan (NSP) in
ltaly since 1999, on license from the
ltalian Ministry of Health.

Between 1999 and 2000, 238
samples (including meat, fish, eggs,
milk, fat, feedstuffs) were analysed.
The results of the tests were expressed
in terms of international toxic
equivalents (I-TEQs from
NATO/CCMS, 1988) and World
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pud avvenire con moddita differenti:
medate indazione d aig, per assorbi-
mento cutaneo o tramite consumo di
dimenti contamineti.

L'assunzione con la dieta, in par-
ticolare, contribuisce al'esposizione
giorndiera ale diossine in misura
superiore d 90% (14, 29, 38).

Contrariamente a molti paesi
europei, dove gia da acuni anni
erano disponibili dati sui profili di
contaminazione da PCDD/PCDF
negli aimenti (7, 10, 16, 17, 33),
in Italia fino a 1999 non e mai
stato realizzato un piano di moni-
toraggio cosi esteso per individua-
rei livelli di contaminazione
«background» dadiossine dei pro-
dotti alimentari.

Ne 1999, in conseguenza della
cris verificatas in Belgio, I’alora
Minigtero della Sanita (oggi Ministe-
ro della Sdute) ha introdotto il con-
trollo di PCDD/PCDF nell'ambito
del Piano Nazionale Residui (3),
attuando cosi le misure specifiche
previste ddl’ Unione Europea (6).

L'incarico di effettuare tali pro-
ve é stato affidato all'lZSA&M
(accreditato secondo la norma UNI
CEl EN ISO/IEC 17025), indivi-
duato dal Ministero come |aborato-
rio autorizzato al'analis di diossi-
ne e furani. Negli anni 1999-2000
sono stati analizzati in totale 238
campioni tra alimenti per I'uomo
(carne, latte, uova, grasso, pesce) e
zootecnici (mangimi semplici e
composti), provenienti daquas tut-
toil territorio nazionae.

La conduzione di un monito-
raggio su cosi vasta scala ha per-
messo, quindi, come primo obiet-
tivo, di tracciare una mappa del
livelli di contaminazione «back-
ground» di molte importanti
matrici commestibili; in piu, la
definizione dei profili di contami-
nazione negli alimenti puo per-
mettere |’ individuazione dell’ ori-
gine della contaminazione stessa
(aree prossime ad impianti di ince-
nerimento, agglomerati industria-

Ii), nonché la scoperta di casi di
contaminazioni alimentari dovute
a sorgenti esterne (es. colina clo-
ruro nel mangimi).

Nel 2001 il Consiglio dell’U-
nione Europea ha emesso la Diret-
tiva2001/102/CE (5) ed il Regola-
mento (CE) N. 2375/2001 (28)
che, stabilendo i tenori massimi
consentiti di PCDD e PCDF negli
alimenti zootecnici ed in quelli
destinati a consumo umano, han-
no di fatto reso ancora pit marcata
I'esigenza di svolgere una stretta
attivita di controllo per la ricerca
di tali residui.

Materiali e Metodi

Laricerca di PCDD/PCDF e
stata eseguita applicando il Meto-
do EPA 1613 Revisione B (35); la
tecnica e basata sulla diluizione
isotopica e sulla rivelazione in
spettrometria di massa ad alta
risoluzione (HRMS), integrata da
un sistema di valutazione dei
risultati fondato sui criteri stabiliti
dall'lstituto Superiore di Sanita
(Laboratorio Nazionale di Riferi-
mento) (13). A tale metodica di
riferimento sono state apportate
alcune variazioni nelle fasi di
estrazione e purificazione, per
adattare la procedura stessa all’ a
nais di campioni di alimenti.
Campioni esaminati

Negli anni 1999 e 2000 sono
stati prelevati ed esaminati 238
campioni provenienti da 14 regio-
ni italiane (Figural).

In dettaglio, il quadro delle ana-
lis effettuate € stato il seguente:
73 campioni di carne (17 bovini,
35 suini, 21 avicoli);
* 40 campioni di grasso (17 bovi-
ni, 17 suini, 6 avicoli);
* 39 campioni di latte bovino;
* 37 campioni di mangimi sempli-
ci e composti, di cui 5 per acqua-
coltura;
* 29 campioni di uovadi galling;
* 20 campioni di pesce (9 trote, 4 Spi-
gole, 4 orate, 2 anguille, 1 cefdo);
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Health Organization toxic equivalents
(WHO-TEQs). These results showed
contamination levels comparable to
those detected in similar studies
conducted in other European countries
for products such as milk (mean:
0.81 pg I-TEQ/g fat), meat (mean:
0.73 pg FTEQ/g fat) and fat (mean:
0.51 pg HTEQ/g fat).

The highest dioxin content was
found in fish (mean: 5.28 pg I-TEQ/g
fat) and fish feeds (mean 6.60 pg I-
TEQ/g fat). These two matrices also
showed complete duplication of
contamination profiles.

Other edible matrices (milk, meat,
eggs) revealed the presence of
HpCDD and OCDD. This could be due
to the introduction into ltaly of the
animal feed additive choline chloride
contaminated by these congeners.

Keywords

Contamination, Dioxin, Food, High
resolution gas chromatography, High
resolution mass spectrometry,
Polychlorinated dibenzo-p-dioxins,
Polychlorinated dibenzo-furans.

Introduction

Polychlorinated-dibenzo-furans
(PCDF) and polychlorinated-dibenzo-p-
dioxins (PCDD), generally known as
‘dioxins’, represent a broad class of
molecules that share chemical and
physical properties and very high
toxicity.

These compounds form as
undesirable by-products in combustion
and other industrial processes, and
they are almost ubiquitous in the
environment (8, 27, 37). Furthermore,
their lipophilicity makes them extremely
persistent and able to move up the food
chain and to concentrate at different
levels in it (bioaccumulation): in fact,
The highest PCDDs/PCDFs content was
detected in meat, milk, fish, efc. (26).

Regarding toxicity, an in-depth
survey performed by the United States
Environmental Protection Agency (EPA)
indicated 2,3,7,8-substituted dioxins
and furans as potentially carcinogenic
(34) and incited the International
Agency for Research on Cancer
(IARC) to characterise 2,3,7,8-
tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) as
a «first-class cancer promoter» (22).
These molecules can interfere with the
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Figura 1: Distribuzione geografica dei campioni analizzati..

Figure 1: Sampling areas and number of samples collected in Italy, 1999-2000.

Tutti i prelievi sono stati effettuati
daparte del Servizi Veterinari del-
le Aziende Sanitarie Locali com-
petenti per ciascun distretto di
campionamento considerato. |
campioni sono stati prelevati pres-
S0 mattatoi, allevamenti, aziende
agricole, stabilimenti di produzio-
ne e trasformazione.
Preparazione ed estrazione
dei campioni

Tutti i campioni sono stati
omogeneizzati; i campioni di car-
ne, pesce e uova sono stati succes-
sivamente liofilizzati.

Un'aliquota rappresentativa di
campione é stata miscelata con ter-
radi diatomee e quindi fortificata
con la specifica soluzione standard
di PCDD/PCDF, contenente 15
congeneri *Cy,—marcati, fornita,
come tutti gli standard necessari
per |'analisi, dalla Wellington
Laboratories (Ontario, Canada).
Successivamente, i campioni sono
stati sottoposti ad estrazione acce-
lerata con solventi (miscela n-esa
no/acetone, 80:20, v/v) utilizzando
il sistema ASE 200 (Dionex,
Sunnyvae, CA, USA).

I grasso raccolto € gato portato a
SECCO SU evaporatore rotante e quindi

determinato per viagravimetrica

| campioni di latte sono stati,
invece, dapprima addizionati di
alcoal etilico in unimbuto separato-
re per denaturare le proteine, e poi
edtratti mediante unamisceladi ete-
re etilico/etere di petrolio (1:1, v/v);
I'estratto € stato a suavoltaportato a
SECCO SU rotavapor e pesato, quindi
fortificato con la soluzione dei 15
congeneri marceti.
Purificazione dei campioni

Il grasso estratto € stato sotto-
posto ad una doppia partizione
liguido-liquido (prima con acido
solforico e poi con idrossido di
potassio) ed in seguito purificato
per mezzo del sistema automatico
Power Prep (Fluid Management
System Inc, Watertown, MA,
USA). Il sistema € equipaggiato
con tredivers tipi di colonne (sili-
ce acida/basica, alumina e carbo-
ne) disposte in successione, attra-
Verso cui vengono fatti passare i
campioni precedentemente addi-
zionati di uno specifico standard
di clean-up (*'Cl4-2,3,7,8-TCDD).
Gli eluati contenenti i
PCDD/PCDF sono stati evaporati
a secchezza ed il residuo ottenuto
ridisciolto in nonano (10ul) e for-
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aryl hydrocarbon receptor (AhR),
which plays a leading role in many
intracellular functions, altering its
normal activity (4, 24). Human
exposure to PCDD/PCDF can take
place in different ways, such as by air
inhalation, skin absorption or through
the consumption of contamina-ted
food.

Dietary intake, in particular, can
contribute to the daily exposure to
dioxins to a level of over 90% (14,
29, 38).

Patterns of dioxin contamination in
foods have been available in other
European countries for some years (7,
10, 16, 17, 33). In ltaly, the first
extensive monitoring survey for the
determination of background
contamination levels for PCDD/PCDF
was conducted in 1999.

As a consequence of the crisis
experienced in Belgium, the ltalian
Ministry of Health introduced dioxin
control in food within the framework of
the National Surveillance Plan (NSP)
(3), in accordance with the specific
measures prescribed by the European
Union (6).

The Ministry recognised the Istituto
Zooprofilattico dell’Abruzzo e del
Molise «G. Caporale» (IZSA&M) (an
accredited laboratory in accordance
with standard ISO/IEC 17025) as the
official laboratory for the analysis of
PCDD and PCDF within the NSP.

Between 1999 and 2000, a total
of 238 samples, including products for
both human (meat, milk, eggs, fat and
fish) and animal (simple and
composed feeds) consumption, were
examined from almost all regions of
ltaly.

A map of background contamination
levels was drawn up for many important
edible matrices based on this
extensive monitoring programme.
These profiles can facilitate the
recognition of pollution sources (solid
waste incineration facilities, cement
kilns, efc.), as well as the discovery of
cases of food contamination by an
external source (e.g. choline chloride
in fish feeds).

The European Commission (EC)
has recently approved Directive
2001/102/EC (5) and Regulation
2001/2375/EC (28) establishing the

maximum permitted levels for PCDD
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tificato con 10yl di standard inter-
no (13012-1,2,3,4-TCDD e 13C12'
1,2,3,7,8,9-HxCDD).
Analisi strumentale

L'analisi dei campioni & stata
eseguita mediante gas cromato-
grafia ad ata risoluzione/spettro-
metriadi massaad altarisoluzione
(HRGC/HRMS), operando in
modalita SIM (Single lon Monito-
ring) ad unarisoluzione di 10.000;
le masse utilizzate per la determi-
nazione di PCDD/PCDF sono
riportate nel metodo EPA 1613.

Il sstema HRGC/HRMS utiliz-
Zato é cogtituito da uno spettrome-
tro di massa MAT 95 XL Finnigan
(Brema, Germania) accoppiato ad
un gas cromatografo capillare Tra-
ce Series 2000 Thermoquest
(Milano, Itaia), dotato di autocam-
pionatore A200S; |'analisi dei 17
congeneri di PCDD/PCDF ¢ stata
condotta su colonna capillare DB-
5MS (60 m x 0,25 mm, 0,1 pm;
J&W Scientific, Folsom CA,
USA).

Le condizioni cromatografiche
sono state ottimizzate al fine di
ottenere la completa separazione
dei diverss PCDD/PCDF 2,3,7,8-
cloro-sostituiti; il programma di
controllo della temperatura del
forno € consistito in una fase iso-
termainiziale a +120°C della
durata di 2’, seguita da un primo
riscaldamento a+10°C/min, fino a
+220°C; da un'dtra fase isoterma
di 10’, da un riscaldamento a
+235°C a+3°C/min; daun'ulterio-
re isoterma di 7' e da un innalza-
mento finale della temperatura a
+4°C/min fino a +315°C. Latem-
peratura dell'interfaccia GC/IMS e
stata impostata a +290°C e quella
dell'iniettore a +240°C; le iniezio-
ni sono state effettuate in modalita
splitless con un volume di 1-2 pl,
per un periodo di 1’ e con flusso di
splittaggio di 70 ml/min. Laioniz-
zazione in impatto elettronico (EI)
e stata condotta fissando latempe-
ratura della sorgente ionica a

+250°C ed il voltaggio a55 eV.

Le concentrazioni dei diversi
congeneri sono state calcolate sul-
labase di rette di taratura costruite
su 5 punti, alle concentrazioni pre-
scritte dal metodo EPA 1613.
Controllo qualita

[l controllo qualitas & basato:
* sulla preparazione ed analisi di
uno o piu campioni di «bianco
reagenti», parallelamente a ciascu-
naserie di campioni in analisi;
« sulla valutazione dei recuperi
degli standard marcati (intervallo
di accettabilita 20% - 150%);
« sulla verifica della conformita
delle condizioni di separazione
cromatografica rispetto alle pre-
scrizioni del metodo, iniettando la
soluzione «window definiing and
isomer specificity mix»;
 sull’analisi di un materiale di
riferimento certificato costituito
dalatte in polvere (CRM 607);
e sull’analis in duplicato di cam-
pioni conil Laboratorio Nazionale
di Riferimento.
« sulla costante partecipazione a
prove valutative interlaboratorio
organizzate da enti riconosciutia
livello internazionale.

Risultati

| risultati ottenuti nel presente Stu-
dio sonoriportati nelle Tabelle 1 e 2.

I contenuto di PCDD/PCDF
riscontrato nei campioni esaminati
e stato espresso sia come concen-
trazione andlitica (pg/g grasso) sia
intermini di Tossicita Equivaente
(I-TEQ e OMS-TEQ); dli equiva
lenti di tossicita sono stati calcola
ti adottando lo schema proposto
dalla NATO/CCMS (23) e da Van
den Berg et al. (36), che prevedo-
no entrambi ['attribuzione di uno
specifico Fattore di Tossicita (I-
TEF e OMS-TEF, rispettivamen-
te) a ciascun congenere. In Tabella
1 sono riportati i valori medi di I-
TEQ per singola matrice, le relati-
vemediane e gli intervalli di oscil-
lazione del risultati.
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and PCFD in food and feeds. As these
limits are very low (parts per trillion
[ppt]), PCDD/PCDF research must be
conducted under strict controls,
because of their significant effects on
public health.

Materials and Methods

The PCDDs/PCDFs analysis was
conducted using the EPA method
1613 (35). This technique, based on
isotope dilution and detection by high-
resolution mass spectrometry (HRMS),
was complemented by a results
evaluation system founded on the
criteria set by the ltalian Ministry of
Health  (National Reference
Laboratory) (13). This method was
used with some changes in extraction
and purification procedures, so as to
adapt it (originally developed for
environmental matrices) to the analysis
of food samples.

Sampling

Between 1999 and 2000, 238
samples were examined from 14
regions in ltaly (Fig. 1).

The entire list of samples was as
follows:

e 73 meat samples (17 beef, 35
pork, 21 poultry);

e 40 fat samples (17 beef, 17 pork,
6 poultry);

® 39 bovine milk samples;

e 37 simple and mixed fishfeeds (5
of which were from aquaculture);

® 29 poultry egg samples;

e 20 fish samples (9 trout, 4
giltheads, 4 sea-basses, 2 eelses, 1
grey mullet].

All samples were collected by the
local veterinary services in each
sampling area. Samples were taken
from slaughterhouses, farms and
production and processing facilities.
Sample preparation

All samples were homogenised. Then,
meat, fish and eggs were freeze-dried.

A representative aliquot of samples
was mixed with diatomaceous earth and
spiked with the specific PCDD/PCDF
standard solution, a mixture of 15 13C;,-
labelled 2,3,7,8-congeners (Wellington
Laboratories, Ontario, Canada). Fat
extraction was performed by accelerated
solvent extraction (ASE) using an ASE 200
instrument (Dionex, Sunnyvale, California,
USA) with a mixture of nhexane/acetone
80:20 (v/v). The extract was
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Tabella 1: Valori medi di I-TEQ per singola matrice (*).
Table 1: Average I-TEQ (pg TEQ/g fat) values for matrix taken info account*.

Matrice Media Mediana Min Max
Product Mean Median Min Max
Pesce/Fish 5,28 5,33 0,29 14,37
Mangime (pesci)/ Feedingstuffs (fish) 6,80 5,08 1,43 13,23
Mangime (dlire specie)/Feedingstuffs (other) 0,63 0,32 0,01 4,25
Uova/Eggs 0,25 0,23 0,07 0,46
Carne/Meat 0,73 0,37 0,04 3,93
Grasso/ Fat 0,59 0,51 0,11 1,66
Latte/ Milk 0,81 0,40 0,06 3,83

(*) I valori di I-TEQ sono stati calcolati considerando per i congeneri al di sotto del LOD un contribu-
to alla tossicita totale pari alla metar del limite suddetto
(*) I-TEQ values were calculated assigning a contribution to the total toxicity equal to half the limit of

detection (LOD) for congeners below the LOD.

Per il cacolodei vaori di I-TEQ,
intutti i casi di «non rivelabilita» di
uno o pill isomeri s € stabilito di
assegnare ad ognuno di questi un
contributo dlatosscitatotaepari dla
metade vaore dd limite di determi-
nazione (LOD) (13); il LOD e dato
cacolato in modo sSistematico per cia-
SCuUN congenerein ciascun campione.

Il caoolo degli OMSTEQ e gao
effettuato invece in moddita «upper-
boundb», presupponendo cioé chetutti i
vaori dei divers congeneri inferiori d
LOD danopari d LOD gtes0 (5, 28).

Discussione

Il PNR ha prescritto la ricerca
di furani e diossine negli alimenti
per uso umano e zootecnico in
guelle matrici edibili (latte, grasso,
carne, uova, pesce e mangimi) la
Cui assunzione rappresentala prin-
cipale via di esposizione a tali
contaminanti. L'eterogeneita delle
matrici esaminate ha indotto a
suddividere i dati finali in base
ala natura dell'alimento, alo sco-
po di individuare specifici profili
di contaminazione e di consentire

Tabella 2: Livelli medi di dei singoli congeneri (in pg/g grasso) in ciascuna matrice (*).
Table 2: Average level of each congener (pg/gfat) in each matrix*.

Congenere Pesce Mangime (pesci) Mangime (clire specie) Latte  Carne  Grasso  Uova
Congener Fish Feedingstuffs (fish) Feegingstuffs (other) Milk  Meat Fat Eggs
2378-TCDF 13,65 14,54 0,22 0,10 0,30 0,62 0,28
2378-TCDD 1,07 0,48 0,18 0,11 0,18 0,21 0,12
12378-PeCDF 1,23 1,44 0,13 012 0,16 0,23 0,10
23478-PeCDF 4,89 7,91 0,19 1,02 0,28 0,38 0,15
12378-PeCDD 1,35 0,95 0,23 0,26 0,30 0,31 0,21
123478-HxCDF 0,66 0,42 0,14 0,17 0,18 0,18 0,09
123678-HxCDF 0,67 0,42 0,12 0,22 0,14 0,17 0,08
234678-HxCDF 0,70 0,37 0,19 0,20 0,16 0,22 0,10
123789-HxCDF 0,66 0,13 0,15 0,14 0,24 0,28 0,11
123478-HxCDD 0,52 0,17 0,18 0,16 0,23 0,31 0,15
123678-HxCDD 0,57 0,58 0,46 0,22 0,24 0,31 0,16
123789-HxCDD 0,52 0,12 0,26 0,25 0,25 0,38 0,13
1234678-HpCDF 0,53 0,41 0,42 0,13 0,20 0,26 0,10
1234789-HpCDF 0,56 0,14 0,23 0,14 0,21 0,28 0,10
1234678-HpCDD 0,93 1,30 21,06 0,28 0,93 0,90 0,60
OCDF 0,86 0,28 1,45 0,31 0,41 0,50 0,19
OCDD 1,42 6,75 65,97 1,32 3,58 337 223
OMS-TEQ/WHO-TEQ 6,74 715 091 104 082 0,98 0,53

(*) 1 valori andlitici medi sono stati calcolati considerando per i congeneri al di sotto del LOD un contri-

buto pari al limite suddetto.

(*) Congeners below the limit of detection (LOD) were assigned a contribution to total toxicity equal to the LOD.
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evaporated to a dry state in a rotary
evaporator and the fat residue was
weighed.

Milk samples were first mixed with
ethyl alcohol in a separatory funnel in
order to precipitate proteins, and then
fat was extracted by using a mixture
of diethyl ether/petroleum ether 1:1
(v/v). The extract was dried, weighed
and spiked with the above standard
solution.

Purification of samples

After a double liquid-liquid
partitioning (the first with sulphuric
acid and the second with potassium
hydroxide), the fat extract was purified
by an automatic three-column system
Power Prep (Fluid Management
System, Watertown, Massachussetts,
USA), equipped with three different
pre-packed columns (multilayer silica,
alumina and carbon).

After adding the specific purification
standard (7Cl4-2,3,7,8-TCDD), samples
were passed through the three columns.
Eluates containing PCDD/PCDF
congeners were dried under a gentle
stream of nitrogen and the remainder
was dissolved in nonane (10 pl) and
fortified with 10 pl internal standard
solution (containing '°Cly-1,2,3,4- TCDD
and '3Cly»-1,2,3,7,8,9-HxCDD).
Instrumental analysis

All samples were analysed by high
resolution gas chromatography/high
resolution mass spectrometry
(HRGC/HRMS). The mass spectrometer
was operated normally with El
ionisation (55 V) in the selected ion
monitoring (SIM) mode at a resolution
of 10,000. The determination of
PCDD/PCDF congeners was performed
taking into consideration the masses
given in EPA method 1613 (Table 3).

The HRGC/HRMS  system
consisted of a MAT 95 XL (Finnigan,
Bremen, Germany) spectrometer
coupled with a Trace Series 2000
(Thermoquest, Milan, Italy) gas
chromatograph equipped with an
A200S autosampler.

The separation of the 17
PCDD/PCDF isomers was performed on
a DB-5 MS capillary GC column (60 m,
0.25 mm, 0.1 pm film thickness, J&W
Scientific, California, USA).

Operation conditions were
optimised to obtain the complete
separation of the 17 2,3,7,8-
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Figura 2: Confronto tra i profili di contaminazione del pesce e del mangime per pesci.

Figure 2: Comparison of contamination patterns in fish and fish feed.

confronti con le corrispondenti
situazioni di altri Paesi europei. |
livelli di contaminazione piu ele-
vati sono stati riscontrati nei pesci
e nei mangimi destinati alla loro
alimentazione, con un I-TEQ
medio di 5,28 e 6,80 pg-TEQ/g
grasso, rispettivamente.

Per il pesce, tale valore € in
linea con quelli riscontrati in altri
paesi dell’ Unione Europea (Spa-
gha 6,61, Germania 5,60, Olanda
6,65, espressi come pg-TEQ/g
grasso) (7, 21, 33). Tale matrice
esibisce, inoltre, un profilo di con-
taminazione sovrapponibile a
quelli riscontrati nelle nazioni
sopra citate; in tutti i casi preval-
gono, infatti, i congeneri a basso
grado di clorurazione come
2,3,7,8-TCDF (media 13,65 pg/g
grasso), 1,2,3,7,8-PeCDF e
2,3,4,7,8-PeCDF (1,23 € 4,89 pg/g
grasso), 2,3,7,8-TCDD (1,07 pg/g
grasso) e 1,2,3,7,8-PeCDD (1,35
pa/g grasso) (Tabella 2). Natural-
mente ai fini del calcolo é essen-
zide considerare la variabilita del
contenuto in lipidi che caratterizza
le varie specie di pesci; a riguar-
do, il monitoraggio condotto in
Italia tra il 1997 ed il 1998 ha
dimostrato che, a causa del feno-
meno di biomagnificazione, la
percentuale di contaminazione &
maggiore nelle specie ittiche che
si trovano ad un livello pit alto

nella rete trofica. Dal punto di
vista qualitativo, tale studio ha
evidenziato una netta prevalenza
dei congeneri a struttura furanica
(soprattutto 2,3,4,7,8-PeCDF) su
quelli di tipo diossinico, in analo-
giaconi risultati sovraindicati (1).

La corrispondenza di profili
riscontrata nei campioni di pesce
S e estesa anche a mangimi uti-
lizzati nel loro alevamento (Figu-
ra2); in generae, pero, i liveli di
contaminazione dei prodotti per
acquacoltura europel sono risultati
8 volte superiori a quelli del Sud
America (18). L'alto I-TEQ del
pesce di allevamento € molto pro-
babilmente dovuto ad un fenome-
no di accumulo delle diossine nel-
la catena alimentare, legato all'uso
di mangimi con un elevato tenore
infarine di pesce egrass contami-
nati.

Le altre matrici destinate al
consumo umano (latte, carne, gras-
so, uova) hanno mostrato valori di
I-TEQ inferiori al'unita (0,81-0,73
0,59-0,25 pg-TEQ/g grasso, rispetti-
vamente) (Tebdlal).

[l contenuto medio di diossine
rilevato nel latte (0,81 pg-TEQ/g
grasso) e di poco superiore agli
0,65 pg-TEQ/g grasso, di recente
indicati in Francia come livello di
contaminazione medio di tale ali-
mento (ARILAIT 1998) (20); que-
sto risultato € praticamente identi-
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chlorosubstituted PCDD/F congeners;
the injector temperature was +240°C;
interface temperature +290°C; oven
temperature programme +120°C
(2 min), 10°C/min to +220°C, 10 min
at +220°C, +3°C/min to +235°C, 7
min at 235°C, 4°C/min to +315°C;
injection mode splitless; split flow 70
ml/min; ion source temperature
+250°C. The concentrations of the
different congeners were calculated on
the basis of a 5 point calibration curve
and the standard concentrations were
indicated in EPA method 1613.
Quality assurance

The quality control included the
following:

e the preparation and analysis of
blank samples for each analysis batch;

e the recovery estimate for the
labelled standards (tolerance range of
20%-150%);

e the use of the «window defining
mix» solution to verify the
correspondence between the adopted
chromatographic conditions and the
indications from EPA method 1613;

e the analysis of certified reference
material consisting of powdered milk
(CRM 607, Institute for Reference Materials
and Measurements, Geel, Belgium);

¢ the analysis of duplicate samples
in collaboration with the National
Reference Laboratory.

Results

Results are shown in Tables 1 and
2. The PCDD and PCDF content
detected in samples was expressed as
both analytical concentration (pg/g
fat) and toxic equivalents (-TEQs and
WHO-TEQs). Toxic equivalents were
calculated  according  to  the
NATO/CCMS (23) and to the World
Health Organization schemes (36), in
which each congener was assigned a
specific toxicity factor (I-TEF and
WHO-TEF). The average I-TEQ values,
medians and variation ranges
calculated for each matrix are
presented in Table 1.

In all cases in which one or more
isomers were «not detectable», each
of them were allotted a contribution to
the total toxicity equal to half the limit
of detection (LOD). The LOD was
calculated in a systematic way for
each congener in each sample (13).

WHO-TEQs were calculated accor-
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co a quello emerso in un recente
monitoraggio in Germania (0,78
pg-TEQ/g grasso), nazione in cui
dal 1990 ad oggi si éregistratauna
graduale ma progressiva riduzione
della contaminazione di tale ali-
mento (10). La diminuzione
riscontrata va probabilmente mes-
sa in relazione con la tempestiva
emanazione, in quel Paes, di linee
guida e limiti di azione per le con-
centrazioni di PCDD/PCDF nel
latte e derivati (2, 31) da parte
degli organi governativi preposti
(CSHPF in Francia e Ufficio
Federale per la Salute in Germa-
nia).

Studi condotti sulla biodisponi-
bilita delle diossine nel latte hanno
dimostrato che la presenza di que-
ste sostanze é influenzata dal
metabolismo: in media, la percen-
tuale di diossine a basso grado di
clorurazione é leggermente supe-
riore a quella delle diossine a piu
elevato grado di clorurazione (25).

Alcuni furani ad alta cloroso-
stituzione, inoltre, subiscono
processi di trasformazione ed eli-
minazione molto rapidi (32).
Queste osservazioni giustificano
laprevalenzadi 2,3,4,7,8-PeCDF
riscontrata nei campioni esami-
nati.

La stessa gamma di congeneri,
con un rapporto simile tra i valori
totali (espressi in pg/g grasso) di
PCDF e PCDD (generalmente
PCDF/PCDD < 1), & stataritrova
tain corrispondenti controlli effet-
tuati in vari paesi stranieri, quali
Germania(17), Spagna(7), Belgio
(9) elrlanda (12).

Anche néell'analisi dei campioni
di carne, il vaore di I-TEQ (0,73
pg-TEQ/g grasso) € risultato para-
gonabile ai risultati ottenuti in
diverse nazioni dell’ Unione Euro-
pea: Germania 0,61 (17), Belgio
0,80 (9), Francia 0,65 (ARILAIT
1998) (20). Dagli stessi lavori il
suino € risultato la specie animale
col piu basso contenuto in

PCDD/PCDF.

Questi dati sottolineano come
nella valutazione dei risultati sia
necessario tenere sempre presente
I’influenza esercitata sulla compo-
sizione delle carni da molteplici
variabili come il tipo di dimenta
zione adottata per |I’animale, il
luogo di allevamento, I'eta dello
stesso all'atto della macellazione,
il suo tenore in grassi; nella fatti-
specie, il maiale viene di norma
macellato a6 mesi elasua percen-
tuale di grasso € lapiu altatra gli
animali da reddito. Cio s traduce
in un ridotto accumulo di diossine
nell’ animale ed in unaloro maggior
diluizione nel grasso (19).

Il profilo di contaminazione
della carne emerso dal monitorag-
gio nazionale € dominato da
OCDD (3,58 pg/g grasso), OCDF
(0,41 pg/g grasso), 1,2,3,4,6,7,8-
HpCDD (0,93 pg/g grasso) e si
sovrappone perfettamente a pat-
terns individuati in atri paesi (7,
17). E da notare come il valore
dell'l-TEQ totale siarelativamente
basso nonostante la notevole pre-
senza di OCDD: questo & dovuto
alla scarsa tossicita riconosciuta a
tale congenere, espressa dal suo
modesto I-TEF (0,001).

La contaminazione rilevata nel
grasso (0,59 pg I-TEQ/g grasso) &
paragonabile a quella osservata nel-
la carne siain termini di tossicita
totale (0,73 pg I-TEQ/g grasso) Sa
come specifica distribuzione dei
congeneri; cio é facilmente com-
prensibile alaluce della stretta cor-
relazione esigtente tra le due matrici
al'interno dell'organismo animale.

| livelli di contaminazione piu
bassi tra gli dimenti analizzati, in
termini di tossicita totale, sono
stati rinvenuti nelle uova (0,25 pg
I-TEQ/g grasso).

Il valore osservato € al di sotto
della media europea (cfr. Germania
0,81 pg TEQ/g grasso, Spagna 1,22
pg TEQ/g grasso) (7, 21); uno stu-
dio combinato franco-tedesco ha
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ding to the upperbound approach, in
which each congener below the LOD
was assigned a contribution to total
toxicity equal to the LOD itself (5, 28).

Discussion

The NSP prescribed PCDD/PCDF
research for those foods and feeds
(milk, fat, meat, eggs, fish and feeds)
that, when consumed, represent the
main route of exposure for these
contaminants. The variety of matrices
induced to divide the final data in
accordance with the nature of the
food, with the aim of drawing specific
contamination profiles and allowing
comparisons between the situation in
ltaly and in other European countries.

Fish and fish feed showed the
highest percentage of positive
samples, with the following average |-
TEQs: 5.28 pg-TEQ/g fat and 6.60 pg-
TEQ/g fat, respectively.

For fish, the results are comparable
to those obtained in Spain (mean:
6.61 pg-TEQ/g fat), Germany (mean:
5.60) and The Netherlands (mean:
6.65) (7, 21, 33). This matrix showed
a contamination pattern similar to that
found in the above countries. In all
cases, a clear prevalence of the less
chlorinated isomers 2,3,7,8-TCDF
(13.65 pg/g fat), 1,2,3,7,8 and
2,3,4,7,8-PeCDF (1.23 and 4.89),
2,3,7,8-TCDD (1.07) and 1,2,3,7,8-
PeCDD (1.35) was detected (Table 2).
Fat amounts varied significantly
depending on the different fish
species. In this respect, the monitoring
of the situation in the Adriatic Sea
from 1997 to 1998 revealed that most
contaminated species were those at
the top of the food chain. This survey
also demonstrated a massive
prevalence of polychlorinated
dibenzo-furans (2,3,4,7,8-PeCDF
especially) on the polychlorinated
dibenzo-dioxins, in analogy with the
above-mentioned results (1).

This overlapping pattern has
extended from fish samples to fish
feeds (Fig. 2). However, the typical
contamination levels in Europe were
eight times higher than those recorded
in South America (18).

As dioxins tend to accumulate at
different levels in the food chain, the high
ITEQ value calculated for rearing fish is
probably due to the use of feedstuffs with
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addirittura evidenziato un contenuto
medio di PCDD/PCDF nelle uovadi
gdlinapari a2,96 pg I-TEQ/g gras-
S0, con risultati compres tra 0,24 e
5,68 pg I-TEQ/g grasso (20).

L'eterogeneita di questi dati
potrebbe trovare spiegazione nel
fatto chei livelli di contaminazio-
ne delle uova risentono fortemente
delle modalita di allevamento e di
alimentazione delle galline.

Divers studi (11, 17, 19) han-
no dimostrato che le uova prodotte
da galline cresciute in gabbia
risultano meno contaminate di
quelle di galine dlevate a suolo;
in quest’ ultimo caso le uova pos-
sono raggiungere valori di tossi-
citatotale addiritturatripli di quel-
li delle galline alevate in gabbia. |
profili di contaminazione delle
uova rispecchiano spesso quelli
propri del suolo, in cui general-
mente prevalgono gli isomeri a
piu alto grado di clorurazione:
OCDD, OCDF, HpCDD e
HpCDF. Inoltre, da studi metabo-
lici e di biodisponibilita condotti
in Svizzera (30) &€ emerso che, a
differenza di quanto accade nel
|atte, nelle uova la velocita di tra-
sformazione di TCDF e 1,2,3,7,8-
PeCDF e pressoche uguale agli
altri congeneri 2,3,7,8-clorososti-
tuiti. Non stupisce quindi che nei
campioni esaminati predominino
contemporaneamente congeneri a
diverso grado di clorurazione,
quali TCDF, 2,3,4,7,8-PeCDF,
PeCDD, 1,2,3,4,6,7,8-HpCDD,
OCDD ed OCDF.

Una notazione a parte meritano
i mangimi non destinati all'acqua-
coltura, che hanno presentato un |-
TEQ medio di 0,63 pg TEQ/g
grasso. Questo valore é relativa-
mente basso e non si traduce, a
differenza di quanto rilevato nei
pesci, in un significativo effetto di
accumulo di tali contaminanti
negli alimenti di origine animale
analizzati (latte, carne, uova, gras-
S0).

| congeneri piu rappresentati
nei mangimi sottoposti ad analisi
sono stati gli epta e gli octacloru-
rati, soprattutto OCDD (65,97
pg/g grasso) e 1,2,3,4,6,7,8-
HpCDD (21,06 pg/g grasso). Tae
caratteristico pattern di contami-
nazione potrebbe essere dovuto
all'introduzione nel territorio e nel
mercato nazionale di partite di
cloruro di colina contaminate. Il
cloruro di colina, noto anche come
vitamina B4, € un additivo comu-
nemente impiegato nella prepara-
zione delle premiscele in mangi-
mistica ed e disponibile essenzial-
mente in formaliquida. Le formu-
lazioni commerciali impiegate
nella preparazione dei mangimi
richiedono, per il suo uso, I'asso-
ciazione con vettori vegetali come
la segatura di legno, i gusci delle
mandorle e la crusca. Nel giugno
2000, ricerche di diossine effettua-
te nel contesto di un allarme
comunitario, presso laboratori
tedeschi, hanno evidenziato la pre-
senza di considerevoli quantita di
PCDD/PCDF in alcune serie di
premiscele.

Studi condotti in Spagna, paese
di origine della contaminazione,
hanno dimostrato che quest'ultima
non eradovutadlacolinamaa car-
rier vegetale, ed in modo particolare
dlasegaturadi legno di pino (15).

Proprio il profilo di contamina
zione della segatura, caratterizzato
da alti valori di OCDD (circa 20
ng/g prodotto fresco) e degli
HpCDF (tra 2 e 8 ng/g), risulta
qualitativamente sovrapponibile a
quello delineato per i mangimi
analizzati. Negli stessi mangimi,
inoltre, OCDD e HpCDD sono
presenti negli stessi rapporti in cui
figurano nel patterns di contami-
nazione dei prodotti (latte, uova,
carne, grasso) derivanti da animali
nutriti con quei tipi di alimenti.

| profili di contaminazione
ottenuti costituiscono, quindi, una
prima banca dati con cui poter
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significant amounts of contaminated
fishmeal and fat in their diet.

The other products for human
consumption (milk, meat, fat, eggs)
exhi-bited I-TEQ values below 1 (0.81-
0.73-0.59-0.25 pg-TEQ/g fat
respectively) (Table 1).

The average amount of dioxin in
milk (0.81 pg-TEQ/g fat) slightly
exceeded 0.65 pg-TEQ/g fat, recently
indicated in France as the medium
contamination level for milk (20).
Furthermore, the results obtained in
ltaly are very similar to data collected
in a recent survey in Germany (0.78
pg/g fat). In these countries, a
progressive decrease in milk
contamination has been observed in
recent years (10) due to the
enforcement of regulations setting strict
limits for PCDD/PCDF content in milk
and dairy products (2, 31).

Studies on the bioavalaibility of
dioxins in milk demonstrated that the
presence of these substances is
influenced by metabolism: on average,
dioxins with a low degree of
chlorination are slightly prevalent (25).

Some highly chlorinated furans
undergo quick transformations and
removal processes (32). This can
explain why 2,3,4,7,8-PeCDF was the
isomer found most frequently in the
samples analysed.

The same range of congeners, with a
similar PCDD/PCDF ratio (PCDF/PCDD<1)
resulted from analogous confrols carried out
in Germany (17), Spain (7), Belgium (9)
and Ireland (12).

The average ITEQ value calculated
for meat (0.73 pg-TEQ/g faf) is close to
data from Germany 0.61 pg/g fat
(17), Belgium 0.80 (9), France 0.65
(20). The same issues revealed that
pork has the least PCDD/PCDF
contamination of all meats. These data
highlight that meat composition in the
animal depends on multiple factors,
such as the type of feeding, method of
farming, age at slaughter and fat
content. In particular, pigs are usually
slaughtered at six months and their fat
percentage is among the highest of
meats. Pork has a scarce accumulation
of PCDD/PCDF in the body of the
animal and a greater dilution of these
compounds in fat (19).

OCDD (3.58 pg-TEQ/g fat),
OCDF (0.41), 1,2,3,4,6,7,8-HpCDD
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compararei risultati di monitorag-
gi da condurre nel prossimi anni,
in analogia con quanto gia reaiz-
zato in dtri paesi (Germania, Gran
Bretagna, Spagna). Cio consenti-
rebbe non soltanto di seguire I’an-
damento nel tempo dei livelli di
diossine, ma anche di verificare
I’ efficacia di eventuali misure pro-
tettive volte a limitarne I’ emissio-
ne nell’ambiente e la presenza nel-
la catena alimentare, al fine di
ridurre I’ esposizione dell’uomo a
tali contaminanti.
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(0.93) were the congeners found most
frequently in the meat contamination
profile from this national survey. This
result can be matched perfectly with
patterns seen in other European
countries (7, 17). In spite of the
massive quantity of OCDD detected,
the I-TEQ is relatively low. This is due
to the characteristically low TEF
(0.001) of this isomer.

As meat and fat are closely related in
the animal body; it is not surprising that
the PCDD/PCDF contamination le-vels in
fat samples (mean: 0.59 pgTEQ/g) and dlso
the specific distribution of congeners are
similar to the above data in meat.
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animal origin taken into account (milk,
meat, eggs, faf). OCDD (65.97 pg/g) and
1,2,3,4,6,7,8HpCDD (21.06 pg/g) were
the prevalent isomers in feed.

This contamination profile could be
due to the importation of contaminated
lots of choline chloride from abroad.
Choline chloride, better known as
vitamin B4, is an additive commonly
used in the preparation of pre-mixed
products; it is mainly available in
liquid form and therefore must be
mixed with plant carriers such as
almond shells when prepared
commercially. In June 2000, the
PCDD/PCDF research performed in
some German laboratories, within the
framework of a Community alert,
highlighted that high levels of
PCDD/PCDFs were present in some
commercial preparations.

Further investigations conducted in

which

contamination was first recorded)

Spain (the country in
demonstrated that this phenomenon
was due to the plant carrier, and in
particular to pine sawdust (15).
Sawdust itself, with its high OCDD
values (about 20 ng/g fw) and
HpCDFs (from 2 to 8 ng/g), showed
the same contamination pattern as the
feeds mentioned above.

Moreover, the OCDD/HpCDD
ratio calculated in the feeds examined
gave the same value as for those pro-
ducts (milk, eggs, meat, fat) from
animals fed on that kind of feed.

Finally, the contamination patterns
recorded in this survey could provide
useful data for the comparison of
results of other similar national
monitoring surveys. This information
would not only enable researchers to
esta-blish the trend of background
levels of dioxins in food over the
years, as has been done in other
countries (Germany, United Kingdom,
Spain), but would also enable the
verification of the efficiency of
precautionary measures taken to limit
their presence in the environment and
food chain, thereby reducing human
exposure to these contaminants.





