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CAPITOLO 1
INTRODUZIONE

Al giorno d'oggi, sempre piu consumatori chiedono prodotti alimentari di
alta qualita, con sapori, gusti e aspetto naturali, freschi, e con pochi processi di
lavorazione, giusto quelli necessari per ottenere questi risultati (Bisconsin
Junior et al., 2015; Oey et al., 2008). Allo stesso tempo, c'€ maggiore
preoccupazione riguardo segnalazioni di “falle” nei sistemi di sicurezza
alimentare che determinano contaminazione etmicrobica, con conseguente
aumento del costo di produzione a causa di non conformita, auditing e attivita
regolatorie.

Gli alimenti piu comunemente implicati in questi focolai microbici
includono: pasta, uova fresche, prodotti a base di uova, dessert, acqua, frutti di
mare, alimenti ready to eat, carni crude e lavorate e latticini (Gomes et al., 2013;
Oliveira et al., 2011; Van Doren et al., 2013). La maggior parte di tali
contaminazioni microbiche, e dovuta in particolare alla Salmonella spp., seguita
da Escherichia coli (E. coli), Staphylococcus spp., Bacillus cereus, Clostridium
perfringens, Shigella spp., Clostridium botulinum, Listeria monocytogenes e
altri (Aragjo et al., 2002; Frozi et al., 2015; Soliman e Aly, 2011).

La sicurezza alimentare e diventata uno dei concetti cardine che sta
guidando gli sviluppi nella moderna industria alimentare per garantire ai
consumatori prodotti alimentari sani. Proprio con questo obiettivo, diverse
tecnologie, hanno lo scopo di eliminare definitivamente i microrganismi o
almeno di inibirne e rallentarne la crescita nei prodotti alimentari. 1 metodi
convenzionali di controllo microbico, dipendono principalmente dalle basse e
dalle alte temperature, e anche dai conservanti chimici; il loro effetto dipende
dai tempi di trattamento, i quali dipendono strettamente dalle proprieta fisiche
¢ chimiche dell’alimento. Ad esempio, nei trattamenti termici come la
pastorizzazione, i prodotti alimentari sono esposti a temperature che variano dai
60°C a oltre i 100°C per tempi che vanno dai pochi secondi a pochi minuti, in
base al prodotto che si sta trattando, e in base al risultato che vogliamo ottenere
(Bornhorst et al., 2017; Jay, 1998).



Il risultato che solitamente desideriamo, e una riduzione del carico
microbico che garantisca sicurezza e stabilita del prodotto per un lungo periodo
di tempo. Sebbene lo scopo di questa energia € quello di distruggere i
microrganismi e quindi salvaguardare i prodotti alimentari dal deterioramento,
I'energia erogata potrebbe innescare delle reazioni indesiderate che potrebbero
portare a numerosi cambiamenti non graditi, compresa la perdita sia delle
sostanze nutritive che delle caratteristiche organolettiche (Boye e Arcand, 2013;
Ortega-Rivas, 2012; Pasha et al., 2014).

Anche le tecniche di raffreddamento e congelamento possono influenzare
la contaminazione microbica, ma solitamente senza che vi sia una vera e propria
sanitizzazione, perché come sappiamo, con le basse temperature i
microrganismi non muoiono, semplicemente rallentano il loro sviluppo, o al
massimo bloccano la loro attivita in attesa che aumentino le temperature. |
trattamenti termici, hanno avuto molto successo sul controllo dei microrganismi
in campo alimentare. Tuttavia, hanno importanti svantaggi legati alla freschezza
e alla qualita nutrizionale. Inoltre, tali trattamenti, richiedono alti quantitativi di
energia che portano ad un aumento dei costi di produzione.

Negli ultimi anni si sono sviluppati dei metodi alternativi per inattivare i
microrganismi, senza 1’utilizzo del calore, come:

e [’uso dell'alta pressione idrostatica (HHP) (Fernandes et al., 2017,

Yamamoto, 2017)

campo elettrico pulsato (PEF) (Zhang et al., 2017; Zhou et al., 2017)

e campi magnetici oscillanti (OMF) (Otero et al., 2017; Rodriguez et al.,
2017)

e ultrasuoni (Gomes et al., 2017; Wang et al., 2017)

e |uce pulsata (Escott et al., 2017; Proulx et al., 2017)

e trattamento della superficie con plasma (Hertwig et al., 2015; Sen e Mutlu,
2013)

e (CO2 ad alta pressione (Rao et al., 2015; Zhao et al., 2016)

e irraggiamento a fascio di elettroni (Benbettaieb et al., 2016; Pereira et al.,
2017).



Questi metodi cosiddetti “non termici”, sono stati messi a punto per
inattivare efficacemente i microrganismi e per prolungare la shelf-life del
prodotto pur mantenendone la freschezza e la qualita fisica, nutrizionale e
sensoriale (Saidatul, et al., 2013). La tecnologia PEF é stata ampiamente
studiata per la pastorizzazione degli alimenti e per la loro conservazione, per la
sua efficace attivita di inattivazione dei microrganismi patogeni, e non solo
(Barba et al., 2015; Kotnik and Miklavcic, 2006; Lebovka and VVorobiev, 2009;
Mahnic-Kalamiza and VVorobiev, 2014; Marsellesfontanet et al., 2009; Toep fl,
2012; Toepfl et al., 2005, 20144a, 2014b)

La tecnologia PEF ¢ caratterizzata da un’intensita di campo elettrico che
varia da 20 a 250kV/cm, in brevi periodi di tempo, ha il potenziale per
pastorizzare un liquido alimentare a temperature inferiori a 30-40°C,
temperature molto inferiori, rispetto alle temperature utilizzate nei trattamenti
termici (Beebe et al., 2003; Pena ~ et al., 2011). Gli effetti della PEF dipendono
principalmente dalla forza del campo elettrico. Ad esempio, a livelli di intensita
inferiori, il trattamento PEF € uno strumento efficace per aumentare I'efficienza
di asciugatura e migliorare la resa di estrazione di alcuni materiali intracellulari.
Aguilo-Aguayo et al. (2015), hanno utilizzato la metodologia della superficie
di risposta (RSM) per determinare le condizioni ottimali per estrarre molecole
bioattive: il campo elettrico di resistenza (1 e 4kV / cm), il numero di impulsi
(100 €1500), la frequenza degli impulsi (10 e 200Hz) e la larghezza dell'impulso
(10 e 30ms) che potrebbero massimizzare I'estrazione di poliacetilene da fette
di carota. A maggiori intensita di campo, la permeabilizzazione osservata delle
cellule esposte a PEF, puo essere usata anche come un meccanismo per il
trasferimento di geni, o estrazione dei metaboliti dall'interno delle membrane.
Forze di campo elettrico ancora piu elevate (10 e 80kV / cm), vengono utilizzate
per la pastorizzazione, perché le membrane microbiche vengono disgregate a
tal punto che le cellule non sono piu in grado di ripararle, e di conseguenza
muoiono (Bansal et al., 2015). In pratica, la PEF impiega generalmente campi
elettrici superiori a 25kV / cm per inibire la crescita microbica (Toepfl et al.,
2007), questo perché c’¢ la possibilita che una percentuale significativa di

cellule, possa sopravvivere all'esposizione a questo tipo di trattamento, se
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mantenuto nell'intervallo 10 e 19kV / cm (H.M. Ulmer et al., 2002).
La tecnologia PEF, ha pero alcune limitazioni. Ad esempio, qualsiasi tipo di
spore batteriche o ascospore di muffe presenti nei prodotti alimentari sono di
solito resistenti al trattamento PEF, anche ad alta intensita. Questa proprieta
potrebbe portare ad un fallimento del processo di pastorizzazione, con un
conseguente potenziale rischio per la sicurezza alimentare (Arroyo et al., 2012).
Inoltre, in determinate condizioni, anche le cellule vegetative sono resistenti al
trattamento con PEF. Ad esempio, alcuni studi hanno dimostrato che alcuni
ceppi microbici, appartenenti a Staphylococcus aureus, E.coli e Salmonella
typhimurium, possono tollerare la PEF (Zhao et al., 2013).

Al fine di garantire il trattamento della PEF, Saldana ~ et al. (2009), ha
concluso che e importante conoscere la maggior parte dei microrganismi
presenti che sono resistenti ad essa, prima di applicarla, come ad esempio la
Listeria monocytogenes. Ad esempio, Zhao et al. (2011), ha quantificato il
danno indotto dalla PEF sulle cellule microbiche in un tampone fosfato sterile
(10mM, pH 7,0), utilizzando il metodo della citometria a flusso (FCM), in
combinazione con tecniche di colorazione fluorescente. Tali autori hanno
scoperto che la proporzione delle cellule danneggiate in modo sub-letale (SIC),
ha raggiunto un massimo dopo 50 impulsi a 12,0kV /cm per Saccharomyces
cerevisiae e 16,5kV / cm per Dekkera bruxellensis. Nell'ultimo decennio, é stata
prestata maggiore attenzione alle proprieta delle SIC immediatamente dopo il
trattamento con PEF, e durante il successivo processo di recupero (Saldana et
al., 2010; Wang ~ et al., 2016b, 2016c). La maggior parte di questi studi sono
stati condotti nell'industria alimentare o in campo biomedico, e una grande
percentuale di essi, si & concentrata sul miglioramento della sicurezza
microbiologica o sull’estrazione selettiva di molecole bioattive, in
combinazione con altri metodi (Koubaa et al., 2016; Li et al., 2016; Postma et
al., 2016). Di recente la PEF ¢ stata testata su vari campi, e ha avuto degli ottimi
risultati. (Liu et al., 2017; Wang et al., 2015; Yun et al., 2016).
In questa tesi sono trattati gli effetti della PEF sulla sopravvivenza dei
microrganismi negli alimenti. In particolare, si e voluto, sia dare una
panoramica dei risultati raggiunti, che descriverne criticita e potenzialita future
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anche in comparazione con altre tecnologie cosiddette “non termiche”. In
particolare verranno approfonditi alcuni aspetti riguardanti:
e Aspetti tecnologici della PEF
o effetti letali della PEF sulle cellule microbiche
o effetto sub-letale sulle cellule e meccanismo di azione
e come migliorare il processo di pastorizzazione combinando la PEF
con altri processi

CAPITOLO 2

CONSIDERAZIONI SUGLI ASPETTI TECNOLOGICI
DELLA PEF

2.1 Utilizzo di campi elettromagnetici

La qualita e la sicurezza degli alimenti, sono questioni importanti sia per
I consumatori che per [l'industria alimentare. Nell'industria alimentare,
|’abbattimento dei microorganismi viene principalmente raggiunto applicando
temperature elevate (vale a dire tramite un processo termico).

Tuttavia, 1 processi non termici, sono stati studiati e applicati
nell'industria  alimentare  per ottenere la sterilita  commerciale.
Nonostante questo, le tecnologie convenzionali di sterilizzazione termica
provocano cambiamenti negativi nel valore nutrizionale, nel sapore, nel colore
o0 nella struttura del prodotto finale, o formano sottoprodotti indesiderati, che
influenzano la qualita e la sicurezza degli alimenti (Li & Farid, 2016; Pereira &
Vicente, 2010). La crescente consapevolezza del cibo e della salute porta i
consumatori a preferire cibi piu naturali e minimamente trasformati.
Pertanto, nell'ultimo decennio, le tecnologie di trattamento non termiche, hanno
attirato l'attenzione di scienziati del settore alimentare, tecnici e ingegneri del
mondo accademico e dell’industria alimentare.

Oggi giorno, ci sono un certo numero di tecniche di elaborazione non
termiche disponibili, che tuttavia si trovano in varie fasi di ricerca e sviluppo.
Tra queste, le tecniche basate sui campi elettromagnetici sono state ampiamente
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studiate e applicate. Includono campi elettrici pulsati (PEF), scarica ad arco ad
alta tensione (HVAD), luce pulsata (PL), microonde, irraggiamento e plasma
freddo (CP). Le tecniche non termoelettriche, basate su campi elettromagnetici,
generalmente hanno il vantaggio di avere un impatto minimo sulle proprieta
nutrizionali e sensoriali degli alimenti, e prolungano la shelf-life del prodotto,
inibendo o distruggendo i microrganismi (Chen, Yu, & Rupasinghe, 2013;
Zhang, Barbosa-Canovas, Dunne, Farkas e  Yuan, 2011).
Tiwari, O'Donnell e Cullen (2009), hanno scoperto che le tecnologie non
termiche, PEF e irraggiamento, hanno un‘influenza minima sul contenuto di
antocianine nei succhi di frutta. Rosello-Soto et al. (2015), hanno dimostrato
che quando I'energia assorbita viene aumentata, l'applicazione di scariche
elettriche ad alta tensione potrebbe aumentare significativamente le estrazioni
acquose e idro-etanoliche del contenuto fenolico totale.

Inoltre, I'efficienza di inattivazione dei microrganismi, mediante tecniche
di trattamento non termiche, basate su campi elettromagnetici € eccellente
(Geveke,2008). Ad esempio, Gayan, Serrano, Raso, Alvarez e Cond (2012),
hanno dimostrato che la combinazione di luce UV e temperature limitate,
potrebbe raggiungere una riduzione del 99,99% (4D) di Salmonella enterica
subsp. Enterica. Queste tecnologie hanno una caratteristica in comune: i
prodotti alimentari non vengono riscaldati, il che significa che la temperatura
viene generalmente mantenuta a temperature basse o moderate (ad esempio
inferiori a 60°C). Tuttavia, alcuni meccanismi di inattivazione, non sono ancora
completamente compresi.

La discussione sui meccanismi, si concentra principalmente sul
cambiamento della morfologia e della struttura cellulare, sulla passivazione
endogena degli enzimi chiave del metabolismo cellulare, sul danno al DNA del
materiale genetico cellulare e sul cambiamento nell'espressione genica.
Inoltre, a causa della necessita di attrezzature costose e specializzate e di
competenze con esperienza, queste tecnologie sono spesso tecnicamente
difficili per le loro applicazioni dirette nella produzione di alimenti (Pereira e
Vicente, 2010, Stoica et al., 2013). Al fine di fornire ulteriori informazioni sul
progresso tecnologico di queste tecniche di trattamento non ambientali, e
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promuovere il loro ulteriore studio e applicazione, Yuanyuan Pan et al. (2017)

hanno preso in rassegna le principali prospettive di campi elettrici pulsati (PEF),

scarica ad arco ad alta tensione (HVAD), luce pulsata (PL), radiazioni

ionizzanti, microonde e plasma freddo (CP). In particolare tali Autori hanno

riassunto

loro meccanismo di

inattivazione, caratteristiche e

limiti.

La tabella 2.1., mostra il confronto di questi trattamenti non termici.

Tabella 2.1. - Confronto e sintesi dei trattamenti non termici. Yuanyuan Pan et al., (2017)

Technology Advantages Limitations and | Future research | References
Challenge

PEF Save energy; The limited Extendingtoa | Jaeger etal.
especially inactivation number of (2009) and L.i
applicable in efficiency of products, not and Farid
liquid food and spores; textural | only liquids; (2016)
extraction; does | changes; the combining with
not leave toxic commercial scale | thermal
residuals treatment system | treatment.

in food industry
are still not
widely used;
evaluation of
process
efficiency for the
different
application
possibilities

HVAD Low energy Possibility of Encouraging Boussetta and
consumption and | causing the Vorobiev (2014)
high energy contamination of | development of | and Rosello-
utilization rate treated foods; new generators | Soto et al.

not large scale with high (2015)
application voltage output;

as agreen

extraction

technique.

PL Rapid Limited PL has Elmnasser et al.
disinfection; less | efficiency for considerable (2007) and
damage to controlling food | potential to be Gomez-
nutrient content | heating; the implemented in | Lopez,Ragaert,
and less residual | penetration of the transparent | Debevere, and
of applied the UV liquid food Devlieghere
chemical component is industry and (2007)
disinfectants extremely low surface

treatments of
less transparent
materials.

lonizing Less processing | Possibility of | Informing the Farkas and

Radiation time; processing inducing public to have Mohacsi-
in packaged better Farkas (2011)
products and undesirable understanding | Farkas et al.
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hence avoid chemical of the role of the | (2014) and
recontamination; changes; technologies in | Tahergorabi et
eco-friendly o controlling al. (2012)
without relatively  low | food-borne
chemicals and penetration pathogens.
residues deoth:
generated epth;
inactivation  of
spores needs high
doses which are
not permitted for
commercial
applications
currently;  still
relatively
underutilized
commerciallyand
isnot appreciated
by consumers
Microwave Less processing | The mechanism | Detailed George et al.
time and proof of investigations (2008) and
nonthermal and Huang et al.
effects are still at | experimentation | (2009)
pilot scale and are required to
have not been more fully
proven understand the
conclusive mechanisms.
CP Can be used at Effects of CP More studies on | Kim et al.
low treatment on in-package; (2015); Misra et

temperatures;

food sensory and

combining the

al. (2014a) and

does not leave nutritional CP treatment Misra et al.
toxic residuals; guality as well as | with other (2011)
can be used for possible toxic nonthermal
in-package compound processes could
sterilization; formation of the | be a possible
treated foods are | future
largely breakthrough
unexplored
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2.2 Campi elettrici pulsati PEF

La tecnologia PEF consiste nella somministrazione di brevi impulsi
elettrici ad alta potenza, su un prodotto posizionato in una camera di
trattamento, confinata tra gli elettrodi. | sistemi tipici per il trattamento di fluidi
pompabili, sono costituiti da un'unita di generazione PEF, che a sua volta é
composta da un generatore di alta tensione e un generatore di impulsi, una
camera di trattamento, un idoneo sistema di gestione del prodotto e una serie di
dispositivi di monitoraggio e controllo (Figura 2.1)

Control and monitoring
system

y > PEF

Voltage

.......................

Oscilloscope signals

let temperature

-

(D E—

!

=4 /ﬁoling coil
o:

[

Treatment H
chamber

nlet temperature

Untreated Pump ————beaa Treated

product pimbn product

Figura 2.1 - Schemi di un sistema di elaborazione PEF per prodotti pompabili. (Robert
Soliva-Fortuny et al., 2009).

L'effetto permeabilizzante sulle membrane biologiche derivante
dall'applicazione di correnti elettriche alternate pulsate, € noto dall'inizio del
XX secolo, ma solo durante gli anni '90, & stata condotta una ricerca
approfondita su questa tecnologia. Da un lato, la maggior parte degli studi sui
trattamenti ad alta intensita é stata dedicata alla progettazione di applicazioni di
pastorizzazione per prodotti liquidi, al fine di raggiungere i livelli appropriati di
morte microbica e di produrre un impatto sull'attivita enzimatica; d’altro canto,
i trattamenti di intensita lieve o moderata sono attualmente in fase di studio per
sfruttare il loro potenziale di permeabilizzare strutture tissutali, consentendo
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cosi I'implementazione nel contesto di operazioni gia esistenti come I'estrazione
0 l'essiccazione. Inoltre, la PEF pu0 anche fornire un potenziale per indurre
reazioni di stress in sistemi vegetali o colture cellulari, in modo da indurre il
miglioramento e la stimolazione della bio-produzione di alcuni composti
(Toepfl, Mathys, Heinz e Knorr, 2006).

L'interesse crescente dei consumatori per i prodotti alimentari nutrienti e
ad alto contenuto nutritivo, insieme alla ricerca di tecnologie di trattamento
rispettose dell'ambiente, ha aiutato lo sviluppo di tecnologie emergenti non
termiche come la PEF. Tuttavia si sa ancora poco sugli effetti dei trattamenti
PEF sui composti bioattivi negli alimenti. Studi sperimentali, suggeriscono che
I trattamenti PEF possono essere un modo concreto per assicurare un effetto
pastorizzante senza influenzare sostanzialmente la composizione nutrizionale
dei prodotti alimentari.

Di seguito, viene riportato uno stato dell'arte della tecnologia PEF

2.2.1 Meccanismo di elettropermeabilizzazione

L'applicazione di un campo elettrico esterno su cellule biologiche
(animali, piante o microbiche), provoca un danno sulla membrana cellulare.
Fino ad oggi sono stati suggeriti un numero di modelli teorici, ma non esiste
ancora una chiara evidenza del meccanismo d'azione a livello cellulare.
La teoria piu accettata, & il modello elettromeccanico introdotto da Zimmerman,
Pilwat e Riemann (1974), il quale considera la membrana cellulare un
condensatore con una costante dielettrica bassa. Cariche libere di polarita
opposte sono presenti su entrambi i lati di una membrana (interna ed esterna),
determinando un potenziale transmembrana naturale. L'esposizione a un campo
elettrico induce accumulo di cariche interne ed esterne della cella attraverso la
membrana, e quindi un aumento del potenziale transmembrana.

Un ulteriore potenziale indotto dal campo elettrico esterno, aumenta la
forza di compressione sulla membrana a causa dell'attrazione tra le cariche
opposte su entrambi i lati della membrana, che induce contemporaneamente
’assottigliamento della membrana. L'attrazione elettrostatica tra i due lati di
una membrana, & ulteriormente aumentata a causa del diradamento di una
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membrana. Quando I'elettro-compressione supera la resistenza elastica, si
verifica una rottura locale della membrana con formazione di pori, in un range
al di sotto del microsecondo ad un dato valore di campo applicato.

La formazione dei pori, € un processo dinamico e puo essere reversibile
o irreversibile a seconda dell'intensita del trattamento. Quando i pori indotti
sono piccoli rispetto all'area della membrana e sono generati con un trattamento
PEF a bassa intensita, I’effetto ¢ invece reversibile (Angersbach, Heinz e Knorr,
2000). La vitalita della cellula viene mantenuta e la conseguente biosintesi dei
metaboliti secondari puo essere attivata come risposta alla condizione di stress
indotta dal trattamento con PEF. L'aumento dell'intensita del trattamento,
aumentando la forza del campo elettrico e / o il tempo di trattamento (che
considera il numero di impulsi e I'ampiezza dell'impulso applicati in un sistema
discontinuo) promuovera la formazione di pori dilatati e la permeabilita
reversibile si trasformera in una rottura irreversibile. La forza critica del campo
elettrico per indurre la permeabilizzazione della membrana, dipende dalla
geometria e dalle dimensioni della cella, nell'intervallo di 1 e 2kV / cm per le
cellule vegetali (dimensione delle cellule 40e200 mm) e nell'intervallo di 12 e
20kV / cm per i microrganismi (dimensione delle cellule 1e10 mm) (Heinz,
Alvarez, Anger- sbach, & Knorr, 2002).

Sulla base di questo fenomeno, I'elettroporazione (permeabilizzazione
della membrana cellulare causata dal campo elettrico esterno), é stata studiata
in applicazioni pratiche su vari sistemi biologici nel campo della medicina e
della biologia. Sebbene solo recentemente l'uso di intensita di campo moderata
sia stato preso in considerazione nelle scienze alimentari, la maggior parte degli
studi sono stati condotti nell'ambito della permeabilizzazione irreversibile della
membrana, con l'obiettivo principale di indurre l'inattivazione microbica o
facilitare l'estrazione di componenti specifici e / o aumentare 1’efficienza

dell’essiccazione.
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2.2.2 Impatto del trattamento PEF moderato sui composti bioattivi negli
alimenti

L'applicazione della tecnologia PEF nella trasformazione degli alimenti,
ha suscitato grande interesse negli ultimi due decenni, non solo come una nuova
tecnologia di conservazione non termica, ma perché offre una serie di altre utili
applicazioni nell'industria alimentare. Miglioramento dell'estrazione di
metaboliti intracellulare (Ade-Omowaye, Angersbach, Eshtiaghi, & Knorr,
2001; Fincan, DeVito, & Dejmek, 2004; Geulen, Teichgraeber & Knorr, 1994;
Tedjo, Eshtiaghi, & Knorr, 2002), miglioramento dell’efficienza di
essiccamento (AdeOmowaye et al., 2001; Taiwo, Angersbach, & Knorr, 2002),
modifica dell'attivita enzimatica (Giner, RauretArino, Barbosa-Canovas, e
Martin-Belloso, 1997; Yoem, Streaker, Zhang, & Min, 2000) , conservazione
di alcuni ingredienti alimentari (Jia, Zhang e Min, 1999) e produzione di
metaboliti secondari inducendo reazioni di stress nei sistemi vegetali (Balasa,
Toepfl, & Knorr, 2006; Guderjan, Toepfl, Angersbach e Knorr, 2005) e colture
cellulari (Do rnenburg e Knorr, 1993), sono in fase di studio. Fino ad ora, sono
state condotte numerose sperimentazioni per dimostrare che il processo della
PEF, potrebbe inattivare rapidamente i1 microrganismi negli alimenti,
specialmente in quelli liquidi.

| microorganismi che possono essere inattivati dalla PEF, includono
cellule vegetative, muffe e lieviti, mentre le spore batteriche sono resistenti al
trattamento con PEF e i lieviti sono i microrganismi piu sensibili alla PEF
(Kuldiloke & Eshtiaghi, 2008).

La Tabella 2 riassume gli effetti dei trattamenti PEF sull'inattivazione di
agenti patogeni presenti negli alimenti liquidi. Tra gli studi elencati nella
Tabella 2, Walkling-Ribeiro et al. (2008), hanno riscontrato che il succo di mela
trattato con PEF (40kV cm1, 100ms, ingresso della camera a 46°C e uscita a
58°C) presentava una riduzione piu elevata (p <0,05) di S. aureus rispetto alla
pastorizzazione convenzionale (9,5 vs 8.2 logl0, rispettivamente). Inoltre,
Altuntas, Evrendilek, Sangun e Zhang (2010,) hanno dimostrato che
I'inattivazione di Escherichia coli O157: H7, Staphylococcus aureus e Listeria
monocytogenes erano significativamente migliorate con I'aumento della forza

16



del campo elettrico e del tempo di trattamento (p 0.05) (Figura 2.2 e Tabella

2.2).

Tabella 2.2 -Gli effetti dei trattamenti PEF sull'inattivazione degli agenti patogeni presenti

negli alimenti in alimenti liquidi. (Y. Pan et al., 2017).

decrease (p < 0.05)
in the viability of
E. coli k12
achieving
reductions of 6.3

10g10.

Microorganism Food Treatment Salient results References
conditions

E. coli Liquid egg yolk E =30kV cm¥T% | The populations of | Amiali, Ngadi,
40C E. coli 0157:H7 | Smith, and

Raghavan (2007)
reduced by 5 logzo.
Orange juice E =40 kV cm?; t¥% | PEF caused a McNamee et al.

100 ms; T %56 C | significant (2010)

Green tea beverage | E = 38.4 kV cm?; The populations of | Zhao et al. (2008)
t%2 160 ms E. coli reduced by
5.6 |Oglo.
Melon juice E =35kV cm!; t% | The populations of | Mosqueda-Melgar,
1440 ms: f ¥ 217 E. coli reduced by Raybgll_Jdi- ;
(2007)
Watermelon E =35kV cm!; t% | The populations of | Mosqueda-Melgar
juice 1727 ms; £% 188 | E. coli reduced by ?; g‘c')? :
Hz; T 40C 3.6 £ 0.4 logio
Formulated carrot | E =32.89 kV cm?; | The populations of | Akin and
juice t/4 30 ms rEe' d(iil;c?bli?:m (Ez\ggg;jilek
3.57 £ 0.32 logo
Fruit juices E =35 kV cm?; 4 ms pulse length in Mosqueda-Melgar,

bipolar mode; T 40 C The populations
of E. coli O157:H7 reduced by

more than 5.0 logso units if treated only

by HIPE.

Raybaudi-
Massilia, and
Martin-Belloso

(2008)

Sour cherry juice

Tropical fruit
smoothie

E =0 (control), 17, 20, 23, 27, and 30
kV cm?, 50 mL min? Inactivation of E.

coli O157:H7 was significantly flow

rate, 3 ms pulse duration, 500 pps

repetition rate, and

increased

with increased electric field strength t¥4
131 ms; E = 17 kV cm?, 3 ms pulse
duration, 50 mL mintand treatment time

Altuntas et al.
(2010)

Walkling-Ribeiro
et al. (2008)
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(p 0.05) flow rate, t% O (control), 66,
105, 131, 157 and 210 ms

E =34 kV cm?; preheating T ¥% 55 C; t¥4

100 ms The populations of E. coli
0157:H K 12 reduced
by 5.2 logzo.
S. aureus Apple juice E=40kVcm!;t%4100ms; T % 46 C Walkling-Ribeiro
(PEF inlet) and 58 C (PEF A significant ?;(Z)i(ljé)
— reduction (p < 0.05) of S. aureus outlet)
Liquid whole egg . Monfort et al.
was achieved.
(2010)
E=40kVcm!;t/415ms The
populations of S. aureus reduced by 3
|Oglo.
Green tea beverage | E = 38.4 kV cm?; t¥% 200 ms Zhao et al. (2008)
Sour cherry juice The populations of S. Altuntas et al.
aureus reduced by 3.9 logio. (2010)
Orange juice E =0 (control), 17, 20, 23, 27, and 30
kV cm?, 50 mL min! Inactivation of S. Walkling-Ribeiro
aureus was significantly flow rate, 3ms | o 5| (2009)
pulse duration, 500 pps repetition rate,
and increased with increased
electric field strength t¥2 131 ms; E = 17
kV cm?, 3 ms pulse duration, 50 mL
min* and treatment time (p 0.05) flow
rate, t¥2 0 (control), 66, 105, 131, 157
and 210 ms
E =40 kV cm?; t¥4 150 ms The
populations of S. aureus reduced by 5.5
l0g10.
Orange juice E =40 kV cm?; t/a | The populations of | Walkling-Ribeiro
150 ms; and S. aureus reduced etal.
) ] (2009)
combine with by 6.8 logio.
thermosonication
for 10 minat 55 C
L. innocua Orange juice E =40kV cm?; t¥% | PEF caused a McNamee et al.
100 ms; T %456 C | significant (2010)

decrease (p < 0.05)
in the viability of
L. innocua
achieving
reductions of 3.7
l0g10.

Milk

E =40 kV cm?; t¥a
50ms; T¥%10C

The populations of
Listeria innocua

Noci, Walkling-
Ribeiro,

Cronin, Morgan,
and
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reduced by 3.3

|Oglo.

Lyng (2009)

2ms; T¥% 56 C

Listeria innocua
reduced by 6 logso.

Skim milk E =31kV cm!; t% | The populations of | Sepulveda,
2ms; T¥%56C Listeria innocua Gongora- _
Nieto, San-Martin,
reduced by 6 logio. | and
Barbosa-Canovas
(2005)
Skim milk E =31kV cm!; t¥4 | The populations of | Sepulveda et al.

(2005)

L. monocytogenes Melon juice

E =35kV cm?; t¥4
1440 ms; f ¥4 217
Hz; T 40C

The populations of
L. monocytogenes
reduced by 3.56 +

0.26 logio

Mosqueda-Melgar
etal.
(2007)

240 ms; and add
stevia (2.5% (w/v))

synergic effect
(treatment p

storage) of 2.17
decimal reductions
of L.
monocytogenes

Watermelon E =35kV cm!; t% | The populations of | Mosqueda-Melgar
Juice 1727 ms; £, 188 | L. monocytogenes ?;g(l)'?)
Hz; T 40C reduced by 3.41 +
0.13 logio
Sour cherry juice E =0 (control), 17, | Inactivation of L. Altuntas et al.
20, 23,27,and 30 | monocytogenes (2010)
kV cm?, 50 mL inifi
Beverage i yvas S|gn|f|cfantly
increased with _
flow rate, 3 ms | increased electric | Rivas, Sansano,
pulse duration, 500 | field strength and Perez,
pps repetition rate, | treatment time (p I';/l(i;?inzz’ and
and ¥ 131 ms; E = | 0.05) (2016?
17 kV cm!, 3 ms
pulse duration, 50 | Achieving a
mL mint synergic effect
treatment
flow rate, t¥4°( ( b
control), 66, 105, | storage) of 3.5
131,157 and 210 | decimal reductions
ms of L
E=40kV cm;t¥a '
240 ms monocytogenes
Beverage E = 40 kV cm’; t% | Achieving a Rivas et al. (2016)

Liquid whole egg

PEF (25 kV/cm;
75 kJ/kg) followed
by heat (60 C/3.5
min) in the
presence of 1%
triethyl citrate

The populations of
L. monocytogenes
reduced by 4.6 +
0.7 logso.

Monfort et al.
(2012)
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Salmonella sp.

Liquid whole egg

E =45 kV cm?; tYa
30 ms

The populations of
S. Typhimurium
reduced by 4 logzo.

Monfort et al.
(2010)

Liquid whole egg

PEF (25 kV/cm;
75 kJ/kg) followed
by heat (60 C/3.5
min) in the
presence of 1%
triethyl citrate

The populations of
S. Senftenberg 775
W reduced by 5.6
+ 0.1 logso.

Monfort et al.
(2012)

Melon juice E =35 kV cm!; t¥% | The populations of | Mosqueda-Melgar
1440 ms: v 217 | S Enteritidis etal.
' reduced by (2007)
Hz; T 40C 3.7 + 0.3 logio
Watermelon E = 35kV cm?; t¥4 | The populations of | Mosqueda-Melgar
juice 1727 ms: £ ¥, 188 S. Enteritidis et al.
' reduced by (2007)

Hz; T 40C

3.56 + 0.12 logio

Survival (log kob/mL)

10

15 20 25

Electric ficld strength (kV/em)

=i 1 0

30 s 0

. coli O157:117
-0 i

50 100

150 200

Treatment time (ps)

Figura 2.2 - Inattivazione di E. coli O157: H7, S. aureus, L. monocytogenes, P. syringae
subs. syringae, E. carotovara, P. expansum e B. cinerea inoculati in succo di amarena

mediante PEF in funzione della forza del campo elettrico (n: 12) e del tempo di trattamento
(n: 12) (Altuntas et al., 2010).

Tuttavia, I'efficienza di inattivazione dei microrganismi, dipende da

molti fattori. Kuldiloke ed Eshtiaghi (2008), hanno concordato sul fatto che la

resistenza del campo elettrico e il tempo di trattamento hanno avuto

un'influenza significativa sull'inattivazione microbica.

D'altra parte, fattori legati al mezzo di trattamento come conduttivita

elettrica, pH e forza ionica media e quelli relativi al microrganismo quali

specie, lo stadio di crescita, la concentrazione, la dimensione e la forma,

hanno avuto anche effetti significativi sull'efficienza di inattivazione, e quindi
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dovrebbero essere considerati (Amiali & Ngadi, 2012; Stoica, Bahrim, & C*
arac, 2011). Tuttavia, tra i parametri microbici, il tipo di microrganismo, € un
fattore critico che influenza I'efficienza di inattivazione del trattamento con la
PEF (Li & Farid, 2016). L'adozione della PEF per la pastorizzazione
commerciale non termica di succhi di frutta, é stata implementata per la prima
volta da Genesis Juices, Oregon, USA (Clark, 2006).

Oltre al utilizzo da sola, la PEF e stata combinata con successo con altre
tecnologie non termiche come l'irradiazione UV, microonde, impulsi di luce
ad alta intensita (HILP) (Fig. 2.2) e alta pressione idrostatica (HHP) per
ottenere l'inattivazione batterica (Caminiti et al., 2011, Stoica et al., 2013).
Caminiti et al. (2011), hanno rilevato che quando il trattamento con la PEF sul
succo di mela e stato seguito dall'HILP, l'inattivazione di E. coli e aumentata
significativamente (p <0,001), e la conta vitale era inferiore al livello di
rilevazione (<1 log cfu / ml) (Figura 2.3) Al contrario, il numero di
sopravvissuti era di 1.85 log cfu / ml quando veniva applicata la sequenza
inversa.

Ci sono anche rapporti in cui la PEF, combinata con il trattamento
termico, puo ottenere alte riduzioni di microrganismi (Bermudez-Aguirre,
Dunne e Barbosa-Canovas, 2012; Monfort, Sagarzazu, Condon, Raso e
Alvarez, 2012).

Ctr

0- El E2 E3 E4
MEFFEE
2
-3

-4 B HILP+PEF
O PEF+HILP

Log (S)

Figura 2.3 - Inattivazione di E. coli K12 in succo di mela trattato con i metodi sopra citati.
(Caminiti et al., 2011).

21



22



CAPITOLO 3
EFFETTI SUB LETALI DELLA PEF SULLE CELLULE
MICROBICHE

3.1 Premessa

Le membrane delle cellule, sia di quelle vegetali che di quelle microbiche,
nel momento in cui vengono esposte ad un trattamento con la PEF, sono piu o
meno colpite, a seconda dell’intensita del trattamento. Ad esempio, gli studi
hanno dimostrato che i tessuti della pianta, vengono disgregati durante il
trattamento con PEF a temperatura ambiente e intensita del campo elettrico
moderato (MEF) di 0,5 e 5,0kV / cm per 104 a 102 s. C'e una rottura completa
delle membrane microbiche con una forza di campo di 15kV / cm (Gonzalez e
Barrett, 2010). Pertanto, la tecnologia PEF é utile per l'inattivazione di
microrganismi nocivi per lI'uomo, compresi quelli alimentari e microrganismi
patogeni (Sharma et al., 2014). Gli effetti letali della PEF sui microrganismi
sono stati inizialmente proposti negli anni '60 (Hamilton e Sale, 1967).

Negli ultimi 50 anni, ci sono stati molti studi sull’elettroporazione di
cellule animali e vegetali, nonché sull'inattivazione dei batteri esposti a PEF
(Hulsheger et al., 1983; Pankiewicz et al., 2017; Pillet et al., 2016).
Attualmente, si pensa che gli effetti letali sulle cellule sono strettamente
correlate alla rottura della membrana cellulare, che € il risultato dell'esposizione
ai campi elettrici ad alta intensita, mentre la temperatura di trattamento é
mantenuta controllata a meno di 40°C (Andre et al., 2010; Xiao et al., 2011).Per
I’inattivazione microbica, sono stati proposti due meccanismi, quali: rottura
elettrica ed elettroporazione. (Ravishankar et al., 2008). Gli studi della PEF si
sono principalmente concentrati sulla valutazione del potenziale utilizzo della
tecnologia come pastorizzazione, cioe un processo alternativo o complementare
a quella termica tradizionale.

Sampedro et al. (2007), hanno studiato l'inattivazione del Lactobacillus
plantarum sospeso in una base di latte e succo d'arancia, con l'applicazione di
un'intensita del campo elettrico di 35kV / cm e tempo di trattamento di 100 ms.
La popolazione dei microrganismi e diminuita rapidamente con un'inattivazione

23



di 1,5 logl0 cicli, dimostrando che [l'inattivazione microbica potrebbe essere
efficace con l'aiuto della tecnologia PEF sotto delle adeguate condizioni di
lavoro.

Al fine di stimare il grado di inattivazione microbica e gli effetti letali del
trattamento PEF, sono spesso applicati modelli matematici per valutare le
condizioni di trattamento che potrebbero essere applicate per ottenere un
determinato livello di carico microbico per il cibo o per i prodotti alimentari.
Quindi, una serie di modelli cinetici, come quello di primo ordine di Hulsheger,
distribuzione Weibull di Peleg e log-logistic, sono stati usati per descrivere
I'inattivazione microbica della PEF in vari alimenti liquidi (Bigelow, 1921; Cole
et al., 1993; Hulsheger e Niemann, 1980; Peleg, 1995; Weibull, 1951). Questi
modelli cinetici di inattivazione microbica, indicano che [I'inattivazione
microbica finale da parte della PEF, di solito dipende da diversi fattori, che
possono essere classificati cosi (Kang et al., 2012; Wouters et al., 2001):

e Parametri di processo, inclusa l'intensita del campo elettrico,
ampiezza dell’impulso, forma d'onda, tempo di trattamento e
temperatura;

e Parametri del prodotto, compresa la composizione, lattivita
dell'acqua, pH, antimicrobici, composti ionici, conduttivita e forza
ionica;

e Caratteristiche microbiche, come: specie, dimensione, superficie
cellulare, caratteristiche, carico microbico e fase di crescita.

Sempre piu studi indicano che la maggior parte dei microrganismi ha un certo
livello di resistenza al trattamento con PEF. Ad esempio, Somolinos et al.
(2010), ha studiato la sopravvivenza di E. coli nel succo d'arancia a diversi
valori di pH. Dopo il trattamento con PEF a 20kV / cm per 50 impulsi, il numero
di cicli log10 di celle inattivate, era statisticamente piu alta a pH 7,0 rispetto a
pH 4,0. A causa di tale resistenza al trattamento PEF, potrebbe essere inevitabile
che cio provochi un rischio per la salute e perdite di prodotti alimentari.
Pertanto, e importante per la sicurezza alimentare indagare su quali siano gli
effetti sub-letali sui microrganismi presenti in alimenti trattati con PE
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3.2 Effetti sub-letali della PEF su diversi tipi di microorganismi

La tabella 3.1., fornisce un riepilogo dei risultati simili ottenuti da diversi

ricercatori che hanno studiato gli effetti della PEF su diversi prodotti.

Tabella 3.1 - Effetti del trattamento PEF sui microrganismi in terreni selezionati (Man-Sheng

Wang et al., 2018)

Medium Microorganisms | Treatment Reduction of | Reference
Conditions l0g10
Reference
1:5 viv Campylobacter | NCTC Batch: | 6.12 (Haughton et al.,
Maximum jejuni 65 kV/cm, 5 ms, 2012)
Recovery
Diluents 500 Hz, <50 C
(MRD)
solution
Mcllvaine L. STCC 6.10 (Saldana et al.,
buffer, pH3.5 monocytogenes | Continuous: 2010~ )
35kV/cm,
500ms,  pulse
width 3ms,
<30C
Collagen  gel ||S. cerevisiae MUCL 6.50 (Griffiths et al.,
biomatrices Continuous: 45 2012)
kV/cm, 100
pulses, <30 C
0.024%NacCl S.  cerevisiae|| Continuous: 2.31 (Wang et al,
solution Maurivin™ R2 || 30kv/cm, 1000 2016¢)
Hz, pulse width
40ms, <30 C
1:20 v/v yeast ||E. coli Continuous: 5|| 5.30 (Tao et al., 2015)
extract medium |[(CGMCC 1.90);|||kV/em, 25 ms,
diluted solution | S.  cerevisiae 48 C
(CGMCC
2.604)
E. coli broth E. coli phages| Continuous: 5 |5.03 (Tanino et al.,
M13mp18 kV/cm, 25 ms, 2015)
phage 48 C
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0.05% S. cerevisiae Continuous: 67 | 3.00 (Qin et al., 2015)
mycological MUCL 28749 kV/icm, 1 ms,
peptone 100 impulses,
<27C
Carboxymethyl || Enterobacter Continuous: 50 | 2.10 (Kajiwara et al.,
cellulose aerogenes kV/cm, 530 ns, 2015)
solution ATCC 13048 40C
Skim milk Bacillus cereus|| Continuous: 40 | 2.50 (Bermudez-
Spores kV/cm, 2.5 ms, Aguirre et al.,,
10 Hz, 276 2009)
pulses, 65 C
Liquid Whole ||Salmonella Continuous: 45 | 4.0 (Monfort et al.,,
Egg (LWE) Typhimurium |/ kv/em, 30 ms, 2010)
<35C
Citrate- Enterobacter Continuous: 37 | 3.40 (Arroyo et al.,
phosphate sakazakii STCC || 1v//cm, 100 2010)
buffer (pH 4.0) pulses, <35 C
Red Wine L.  plantarum|| Continuous: 31 | 5.00 (Puertolas et al.,
CECT 220 kVicm, 1 Hz, 2009)
<30C
Grape juice Gluconobacter | Continuous:27.5 | 1.90 (Marsellesfontanet
oxydans kV/icm, 1 ms, etal.,
100Hz<35C 2009)
Melon juice E. coli: Continuous: 35 || 3.80 (Mosqueda-
Salmonella kV/cm, 400 4.30 Melgar et al., 2007
Enteritidis; pulses, 390
L.
monocytogenes

In base al grado di danneggiamento delle membrane delle cellule esposte
in un campo elettrico, i pori generati possono essere principalmente suddivisi in
due tipi:

e pori irreversibili, implicano che la cellula sia morta o incapace di
riparare il danno in modo che alla fine muoia
e pori reversibili, implicano che la cellula non sia morta e abbia il

potenziale per recuperare (Pinaperez et al., 2009; Tsong, 1991).
26



Pagan and Manas (2006), hanno affermato che il trattamento con PEF a
varie intensita e tempi di durata (che vanno da microsecondi a millisecondi),
puo causare una permeabilizzazione temporanea o permanente delle membrane
cellulari, e poiché alcune cellule mostrano una resistenza al trattamento con
PEF, si prevede che una certa percentuale di SIC, riuscira a sopravvivere.
Inoltre, a seconda dell'intensita del campo elettrico usato per trattare le cellule,
e del grado di danno cellulare risultante (Figura 3.1), le cellule possono essere
suddivise in tre diversi tipi fisiologici (Jaeger et al., 2009):

1) cellule morte che mostrano una perdita di integrita della membrana e
dell’attivita esterasica

2) cellule intatte che mantengono sia la membrana intatta sia l'attivita
metabolica

3) in mezzo, i SIC che mostrano una perdita dell'integrita della membrana ma
continuano la loro attivita metabolica.

10°
dead cells sublethally

@ G;;,,@jured cells

L L Ll

I
L1 lllllll

13.4%
intact cells

L1 lllllll

100 10° 102 102
cF

Figura 3.1 - Analisi dell’influenza del trattamento con PEF sul Lactobacillus rhamnosus.
(Jaeger et al., 2009)

3.3 Fattori che influenzano la resistenza delle cellule microbiche

Diverse cellule, sia con che senza pareti, hanno tolleranze diverse per i
campi elettrici. Pertanto si possono prevedere effetti diversi, in base al tipo di
cellula che viene esposta al trattamento con PEF a parita di intensita. Diversi
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studi, hanno osservato la resistenza al trattamento della PEF esibita da diversi
microrganismi, e hanno riportato l'influenza dei parametri di processo e dei
fattori ambientali su tali  risposte (Garcia et al., 2003).
Ad esempio, Somolinos et al. (2008a), ha studiato la resistenza di E. coli al
trattamento con PEF, e ha scoperto che oltre il 99% del ceppo sensibile, BJ4L1,
e sopravvissuto dopo il trattamento con PEF (50 impulsi, forma d'onda
esponenziale e una frequenza di ripetizione dell'impulso di 1 Hz a 25kV /
centimetro).

Cebrian et al. (2007), hanno anche esaminato la sopravvivenza di quattro
ceppi enterotossigeni di Staphylococcus aureus, esposti a un trattamento PEF
di 100 impulsi a 26kV / cm, e hanno osservato un aumento della loro resistenza
a PEF quando i batteri erano nella loro fase stazionaria di crescita cellulare.
Inoltre, Sagarzazu et al. (2010), hanno studiato la resistenza di Campylobacter
jejuni NCTC 11351 a PEF sotto i 15 e 35kV / cm, mentre i batteri sono stati
sospesi in mezzi di recupero a diversi valori di pH.

Altro aspetto importante é il fatto che l'acidificazione del mezzo
(variabile da pH 7,0 a 4,5) ha provocato una maggiore resistenza delle cellule
alla PEF.

Anche Saldana ~ et al. (2009) e Jaeger et al. (2009), hanno dimostrato
che le condizioni di processo esterne, come l'intensita del campo elettrico e il
pH del mezzo di trattamento, hanno svolto un ruolo importante nel tasso di
cellule morte o SIC. Questi studi dimostrano I'importanza di comprendere il
recupero e la crescita dei SIC dopo il trattamento della PEF. Ad esempio, i
risultati sopra citati indicano che il trattamento con PEF di alimenti a basso pH,
puo essere di particolare preoccupazione, data la potenziale sopravvivenza delle
cellule a pH basso. Quindi gli effetti letali e sub-letali del trattamento con PEF
sulle cellule, dipenderanno in gran parte dai parametri di processo, dalle
variabili chimico fisiche del prodotto e dalle caratteristiche delle cellule stesse
(Garciaetal., 2005, 2007). Ad esempio, Mosqueda-Melgar et al. (2007), hanno
studiato I'influenza dei trattamenti PEF (resistenza massima del campo elettrico
35kV / cm, durata dell'impulso 4ms, tempo di trattamento fino a 2000ms e
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frequenza degli impulsi compresa tra 100 e 250 Hz) su Salmonella Enteritidis
inoculata nel succo di melone (pH 5,82 + 0,04).

Una riduzione microbica significativamente piu alta, e stata ottenuta
quando il succo é stato trattato con impulsi da 2000ms invece di impulsi da
1250ms. Oltre alle condizioni di trattamento, anche le caratteristiche del liquido
che viene trattato (ad esempio pH come gia detto) hanno un impatto
significativo sugli effetti sub-letali delle cellule. Ad esempio, Somolinos et al.
(2010), hanno studiato la resistenza di E. coli a PEF usando un mezzo di
trattamento a basso pH. | risultati hanno mostrato che gli effetti protettivi sulle
cellule di E. coli, erano principalmente dovuti alla presenza di acidi organici a
pH 4,0 e gli effetti protettivi dell'acido citrico dipendevano dalla sua
concentrazione; in particolare, la lesione sub-letale non era rilevabile a pH 5,0
e 7,0 e raggiungeva il 95% a pH 4,0.

In generale, i costituenti alimentari esercitano effetti protettivi sui
microrganismi esposti a PEF. Ad esempio, Jaeger et al. (2009), hanno
confrontato I'effetto protettivo dei costituenti del latte, durante l'inattivazione
della PEF del Lactobacillus rhamnosus. | parametri di trattamento della PEF
che si sono dimostrati efficaci in un sistema sintetico, dovrebbero essere validati
in sistemi alimentari reali, al fine di assicurare che il livello previsto di riduzione
microbica sia raggiunto. In un altro caso, Cebrian et al. (2007), hanno esaminato
la sopravvivenza di quattro ceppi enterotossigeni di S. aureus, trattati a una
intensita di campo elettrico di 26kV / cm e 100 impulsi. | risultati hanno
mostrato che la capacita dei SIC di sopravvivere al trattamento con PEF, era
strettamente correlata alla fase di crescita dei ceppi, una proprieta che e stata
spiegata piu chiaramente dalle differenze nello sviluppo della pigmentazione
dei carotenoidi. Anche le caratteristiche delle cellule, inclusi: specie microbica,
la concentrazione, le dimensioni e lo stadio di crescita, giocano un ruolo
significativo nella resistenza alla PEF.

Generalmente, i batteri Gram-negativi sono spesso meno resistenti alla
PEF rispetto ai batteri Gram-positivi. Inoltre, rispetto ai batteri, i lieviti sono piu
sensibili ai campi elettrici, perché le cellule del lievito hanno una dimensione
relativamente maggiore, e quindi sono piu suscettibili ai danni
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dell'elettroporazione da parte di ambienti esterni. Un’altra osservazione fu
quella di scoprire che rispetto alle cellule vegetative, le spore batteriche (eccetto
le spore in germinazione) e le ascospore delle muffe, mostrano un tasso di
mortalita piu basso e lasciano piu SIC dopo essere stati sottoposti a trattamento
con PEF (Bermadez-Aguirre et al., 2009).

3.4 Meccanismi di protezione e cambiamenti metabolici nei SIC

Sebbene gli studi citati sopra mostrino chiaramente la resistenza delle
cellule esposte ai trattamenti con PEF, la base biologica per questa risposta non
e stata ancora ben compresa. Quindi, i meccanismi di protezione o di
riparazione, e i cambiamenti metabolici per i SIC indotti dal trattamento con
PEF, recentemente sono stati studiati con maggiore attenzione.
Ad esempio, Garcia et al. (2006), hanno riportato i requisiti biosintetici per la
riparazione dei danni sub-letali alla membrana nelle cellule di E. coli dopo
I’esposizione a PEF.

| risultati hanno mostrato che la sopravvivenza delle cellule dopo
I'esposizione alla PEF, dipendeva dalla riparazione della membrana
citoplasmatica, che era I'obiettivo direttamente coinvolto nell'inattivazione da
PEF.

Altri studi hanno suggerito che le cellule trattate con PEF, inducano una
risposta allo stress ossidativo nelle cellule, che potrebbe aumentare la loro
resistenza alla PEF (Pakhomova et al., 2012). Ad esempio, Tanino et al. (2012),
hanno riportato che I'esposizione del lievito di S. cerevisiae alla PEF di 2 e 4kV
/ cm, ha indotto I'espressione dei geni legati alla risposta allo stress ossidativo,
in particolare quelli che codificano gli enzimi di sintesi del glutatione.

Tuttavia, le stesse condizioni non hanno indotto la risposta allo stress da
calore. Le loro scoperte sono riassunte nel diagramma schematico in Figura 3.2,
il quale mostra che i geni che codificano gli enzimi di sintesi del glutatione e i
geni che codificano la superossido dismutasi che sono coinvolti nello
scavenging dei radicali, sono stati tutti influenzati dal trattamento con PEF.
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Figura 3.2 - Diagramma schematico del potenziale progresso di induzione delle cellule di
S. cerevisiae esposte a PEF. Source (Tanino et al., 2012).

Tra i geni che rispondono allo stress ossidativo, i geni che codificano gli
enzimi per la sintesi del glutatione, sono stati indotti piu facilmente di quelli che
codificano la superossido dismutasi (Tanino et al., 2012).

Per spiegare, la PEF crea uno stress ossidativo, che pu0 uccidere i
microrganismi, e questo stress ossidativo si traduce in un feedback che aumenta
la produzione di glutatione e superossido dismutasi al fine di ridurre lo stress
ossidativo. Questa risposta si traduce in protezione contro il danno sub-letale
indotto in questo caso dalla PEF determinando il recupero delle cellule. Esistono
diversi metodi per studiare gli effetti sub-letali della PEF sulle cellule, comprese
tecniche di rilevamento impedimetrico, metodi di colorazione cellulare rapida,
tecniche dielettriche, microscopia elettronica, FCM e tecniche di marcatura del
mezzo, sia selettiva che non selettiva (Li et al., 2010; Patel e Markx, 2008; Perni
et al., 2007; Somolinos et al., 2008b; Yaqub et al., 2004). Inoltre Wu (2008),
ha anche evidenziato I'importanza di sviluppare nuovi metodi per rilevare
microrganismi patogeni di origine alimentare. Sonde fluorescenti che si legano
ai composti intracellulari, sono state usate frequentemente per studiare la
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formazione temporanea dei pori nelle membrane cellulari a diverse frequenze
di MEF e fasi di crescita cellulare.

Loghavi e Laleh (2008), hanno mostrato che i pori delle cellule sotto
I'influenza di 45 e 60 Hz MEF, erano temporanei e che le cellule nella fase di
latenza erano piu sensibili alla permeabilizzazione, seguite da quelle nella fase
di crescita esponenziale; al contrario, nessun elettroporazione é stata osservata
durante la fase stazionaria. Pertanto, al fine di studiare e identificare i SIC in
modo conveniente ed efficace, i metodi adeguati dovrebbero essere sviluppati e
applicati con precisione.

3.5 Miglioramento dell’efficacia della PEF

Per ottenere prodotti sicuri con una lunga durata, &€ importante esplorare
le tecnologie dei processi combinati che accoppiano i vantaggi della tecnologia
PEF con altre tecniche che forniranno ulteriore garanzia di un’adeguata
pastorizzazione. Queste tecniche aggiuntive, comprendono la regolazione della
temperatura, la regolazione del pH, l'aggiunta di antimicrobici e altri metodi
fisici. Con l'aiuto di questi metodi, le cellule sarebbero probabilmente piu
sensibili agli effetti letali del trattamento con PEF.

3.5.1 Regolazione della temperatura

La regolazione della temperatura, in questo contesto, significa riscaldare
o raffreddare un campione dopo il trattamento con PEF al fine di migliorare gli
effetti letali sui microrganismi nei prodotti alimentari. Monfort et al. (2012),
hanno valutato gli effetti qualitativi della pastorizzazione, quando l'uovo intero
liquido (LWE) é stato trattato con PEF (25kV / cm, 75kJ / kg) e poi trattato con
calore (52°C per 3,5min, 55°C per 2min o0 60°C per 1 minuto).

| risultati hanno dimostrato che i processi combinati, avevano letalita
equivalente al trattamento di pastorizzazione termica da soli (ad esempio, 60°C
per 30 minuti), ma si e ottenuto una migliore qualita di LWE. Nello specifico
I’LWE trattato con PEF, ha mantenuto un colore piu simile a quello del’LWE
grezzo, con una capacita schiumogena del 48% superiore, e una capacita

emulsionante del 26% superiore rispetto all’LWE trattato solo termicamente.
p p
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Walkling-Ribeiro et al. (2008), hanno studiato il trattamento con PEF di E. coli
K12, inoculato in un frullato di frutta tropicale, in combinazione con calore
moderato. Hanno scoperto che il trattamento combinato ha provocato
I'inattivazione di un maggior numero di cellule di E. coli rispetto alle cellule
esposte al trattamento con PEF o un trattamento termico moderato da solo.

Zhao et al. (2009), hanno studiato la relazione tra la temperatura di
conservazione (4°C, 25°C e 37°C) e la durata di conservazione microbiologica
delle infusioni di te verde trattate con PEF. I risultati hanno dimostrato che la
popolazione microbica rimaneva sotto 1 log10 CFU / mL, se conservata a 4°C
per un massimo di 180 giorni, rispetto a soli 14 e 7 giorni per i campioni trattati
conservati a 25°C e 37°C, rispettivamente.

3.5.2 Aggiunta di costituenti antimicrobici

Al fine di mantenere i prodotti alimentari piu sicuri e piu salutari, i
costituenti antimicrobici, come nisina, lisozima, acido sorbico, citrico,
enterocina, carvacrolo, timolo e cannella, possono essere aggiunti direttamente
ai prodotti alimentari (Calderon-Miranda et al., 1999; Liu et al., 2013; Medeiros
et al., 2014; P et al., 2008; Stratford et al., 2013; Wang et al., 2016a).
A volte, nonostante I’aggiunta di additivi antimicrobici, non sono stati osservati
effetti significativi (Arroyo et al., 2010). Tuttavia, altri studi hanno trovato
significativi alcuni effetti di inattivazione dei costituenti antimicrobici in
combinazione con il trattamento con PEF (Dutreux et al., 2000; Sobrino-Lopez
et al., 2009).

3.5.3 Regolazione del pH

| microrganismi, di solito, presentano sensibilita diverse in risposta al
trattamento con PEF, quando sono sospesi su terreni di diverso pH (Sagarzazu
etal., 2010). Ad esempio, Saldana et al. (2012), ha valutato l'influenza sinergica
del pH (3.5 e 7.0) sull'inattivazione di due batteri Gram-negativi resistenti alla
PEF. Inoltre, alcuni studi indicano che gli effetti sub-letali della PEF sulle
cellule e la loro resistenza al trattamento con PEF, sono significativamente
maggiori quando sono presenti sostanze antimicrobiche.
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3.5.4 Combinazione con i metodi fisici

Oltre ai metodi sopra menzionati, volti a rafforzare gli effetti
dell'inattivazione, sono stati applicati anche alcuni metodi fisici, come la luce
ultravioletta, impulsi di luce ad alta intensita, ultrasuoni, anidride carbonica e
alta pressione, per migliorare gli effetti letali del trattamento con PEF da solo
(Gachovska et al., 2008; Munoz et al., 2012; Palgan et al., 2012; ~ Pataro et al.,
2010).
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CAPITOLO 4
ANALISI COMPARATIVA DEGLI EFFETTI DELLA PEF IN
CONFRONTO AD ALTRE TECNOLOGIE NON TERMICHE

4.1 Premessa

Un certo numero di metodi diversi, tra cui campi elettrici pulsati (PEF),
alta pressione idrostatica (HHP), ultrasuoni (US) e luce UV (UV), sono stati
proposti come possibili alternative alle tecnologie tradizionali. Se vogliamo
trovare un‘applicazione per una nuova tecnologia di conservazione degli
alimenti, inizialmente abbiamo bisogno di tali confronti per aiutarci a
identificare quale sia la tecnologia piu adatta per un prodotto specifico.
In questo capitolo viene brevemente messa a confronto la resistenza dei vari
patogeni di origine alimentare, a quattro tecnologie non termiche per la
conservazione degli alimenti: US, PEF, HHP e UV. Di particolare interesse &
I'influenza dei diversi fattori sulla resistenza degli agenti patogeni di origine
batterica a queste tecnologie. La comparazione include anche dati relativi alla
resistenza termica dei batteri.

| prerequisiti fondamentali per stabilire confronti significativi e trarre
conclusioni robuste, e I'armonizzazione delle condizioni sperimentali. A questo
proposito, grande vantaggio e interesse possono essere trovati confrontando i
risultati ottenuti in sperimentazioni basate sugli stessi ceppi e gli stessi
protocolli, per ottenere sospensioni, per recuperare cellule trattate, oltre che con
I’utilizzo delle stesse matrici e identiche attrezzature. E stata presa quindi come
fonte di dati I'Universita di Saragozza, poiche negli ultimi 25 anni, I’ottenimento
di tutti i suoi risultati € avvenuto seguendo protocolli standardizzati e quindi
direttamente confrontabili tra loro. Analogamente agli ultrasuoni, gli obiettivi
principali della PEF, sono gli involucri cellulari (Mafias e Pagan, 2005), poiché
con questa tecnologia, si riesce a penetrare le membrane cellulari
temporaneamente 0 permanentemente; un fenomeno noto come
"elettropermeabilizzazione™ o “elettroporazione”. | microrganismi variano
ampiamente nella loro resistenza alle quattro tecnologie non-termiche per la

conservazione degli alimenti qui rivedute.
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| lieviti e le muffe, sono molto piu sensibili a MS, PEF e HHP rispetto
alle cellule procariote (Raso et al., 1994, Raso et al., 1998b; Somolinos et al.,
2008b; Puértolas et al., 2009), allo stesso tempo, pero, sono piu resistenti dei
batteri ai raggi UV (Gayan, 2014; Gayan et al., 2014a).
Daltra parte, le spore batteriche, sono generalmente i microrganismi piu
resistenti agli stress fisici (Mafias e Pagan, 2005). Cio vale per le quattro
tecnologie qui considerate, oltre che per il calore.

| dati pubblicati, dimostrano che la PEF non influisce sulla vitalita delle
spore (Pagan et al., 1998, Raso et al., 1998a, b. Mafias e Pagan, 2005; Alvarez
etal., 2006a), le quali sono anche estremamente resistenti a HHP; questo perché
possiedono la capacita di resistere fino a 1000MPa, per intervalli di trattamento
prolungati, a meno che non siano in uno stato di germinazione (Cheftel, 1995;
Raso et al., 1998c; Ramos, 2016).

Al contrario, i trattamenti MS e UV potrebbero essere utilizzati entrambi
come metodi di sterilizzazione degli alimenti, poiché sono in grado di inattivare
le spore. Sebbene le spore siano piu resistenti alla MS e ai raggi UV rispetto alle
cellule vegetative, va notato che la differenza di resistenza tra spore e cellule
vegetative rispetto a MS (10 volte) e UV (da 3 a 50 volte) é trascurabile, se
confrontata con 107 volte la differenza di resistenza al calore (Setlow, 2001;
Condon et al., 2011; Gayan et al., 2013a).

Infine, i dati nella bibliografia indicano che i virus sarebbero ancora piu
resistenti delle spore agli UV (Gayan et al., 2014a), e che la loro resistenza
all'HHP sarebbe piuttosto eterogenea; ma per alcuni di essi (come il virus
umano del rotavirus e dell'epatite A) sarebbe paragonabile a quello delle forme
vegetative dei batteri (Smelt, 1998; Khadre and Yousef, 2002; Kingsley et al.,
2002).

D'altra parte, i virus mostrerebbero un'alta resistenza alla PEF (Khadre
and Yousef, 2002). Inoltre, non sono disponibili dati sulla resistenza dei virus
agli ultrasuoni. Poiché, come sottolineato sopra, non tutte le tecnologie qui
recensite sono utili ai fini della sterilizzazione, le prossime considerazioni
riguarderanno solo quelle specie che sono rilevanti nei processi di
pastorizzazione degli alimenti. Secondo i dati dell'EFSA (EFSA, 2014), i batteri
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pit frequentemente responsabili di casi di malattie umane e / o focolai di origine
alimentare sono Campylobacter  spp. e Salmonella  spp.
Daltra parte, lo Staphylococcus aureus € la causa principale di intossicazioni
alimentari. Molte altre specie sono in grado di causare malattie di origine
alimentare nell'uomo, ma la Listeria monocytogenes, e alcuni ceppi di
Escherichia coli, si distinguono tra gli altri a causa dell'alto tasso di mortalita.

Ad oggi, c’¢ un nuovo patogeno, il Cronobacter sakazakii, il quale & un
patogeno emergente che ha recentemente suscitato un grande interesse, dopo
aver causato diversi focolai e casi di infezione neonatale (Arroyo et al., 2009).
Per quanto riguarda la cinetica dell'inattivazione microbica da parte di queste
tecnologie, si puo concludere che le curve di sopravvivenza MS tendono a
mostrare un profilo lineare (Conddn et al., 2011).

Le curve di sopravvivenza della PEF, di solito presentano code (Alvarez
etal., 2000, 2002, 20034, c, d, e; Raso et al., 2000; Gomez et al., 2005; Cebrian
etal., 2007, 2009; Arroyo et al ., 20104, Sagarzazu et al., 2010b; Saldafa et al.,
2010a, b, c), mentre l'insorgenza di spalle nelle curve di sopravvivenza della
PEF e molto piu insolita; le spalle sono state trovate solo nelle curve di
sopravvivenza della PEF delle cellule di C. sakazakii, trattate in mezzi con aw
ridotta (Arroyo et al., 2010a). Le curve che invece presentano quasi sempre
spalle, sono quelle dell’UV (Gayan et al., 2011, 2012a, b, ¢, 2014b, 2015;
Arroyo et al., 2012Db).

Per quanto riguarda il profilo delle curve di sopravvivenza alle HHP, esso
varia ampiamente a seconda del ceppo, del trattamento e delle condizioni medie;
puo essere lineare, concavo, convesso o addirittura sigmoideo (Mafias e Pagan,
2005; Somolinos et al., 2008b; Cebrian et al., 2009, 2010a; Arroyo et al., 2011a;
Ramos, 2016). Le deviazioni dalla linearita nelle curve di sopravvivenza hanno
implicazioni pratiche molto rilevanti, e spesso sono necessari nuovi modelli
matematici per descrivere la cinetica osservata.

In effetti, molti modelli ed equazioni sono stati sviluppati e applicati.
Daltra parte, questa ampia varieta di modelli, rende molto difficile stabilire
confronti significativi.
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Per affrontare questo ostacolo, useremo il tempo o la dose necessaria
per inattivare 4 cicli di log (valore 4D), come parametro per confrontare la
resistenza degli agenti patogeni di origine alimentare batterica alle diverse
tecnologie qui recensite.

4.2 Resistenza comparativa dei patogeni alimentari a MS, PEF, HHP E UV
La resistenza relativa dei batteri patogeni trasmessi dagli alimenti al calore (A),
a MS (B), PEF (C, D), HHP (E) e UV (F) quando trattati in tampone Mcllvaine
di pH 7.0 (ad eccezione della figura D, dove i dati provengono da cellule pre-
trattate a pH 4.0), e illustrata nella Figura 4.1.
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Figura 4.1 - Differenze inter e intraspecifiche nella resistenza di diversi agenti patogeni di
origine alimentare ai diversi trattamenti. (Cebrian et al., 2016).

Il dato sulla resistenza ai trattamenti termici, & anche incluso per scopi
comparativi (A). Nella figura, le barre indicano i valori 4D per il ceppo piu
resistente (massimo) e meno resistente (minimo), di ciascuna specie. Pertanto,
la lunghezza della barra, riflette le differenze intraspecifiche nella resistenza. La
linea all'interno della barra corrisponde al valore medio 4D per ciascuna specie.
Come si puo osservare, lo S. aureus é il patogeno piu resistente alla MS e
Salmonella enterica e C. sakazakii, sono i piu sensibili (Pagan et al., 1999a, c.
Mafias et al., 2000a; Alvarez et al., 2003b, 2006b; Rodriguez-Calleja et al.,
2006; Arroyo et al., 2010Db).

Le differenze inter- e intra-specifiche nella resistenza alla MS erano
molto piccole. Pertanto, i valori di resistenza 4D a MS inter-specifici variavano
di 3,5 volte, e quelli intraspecifici a 4,5 volte (Figura 4.1B). Le differenze inter-
specifiche nella resistenza, erano inferiori anche per i trattamenti UV (meno di
1,5 volte). In questo caso, L. monocytogenes appariva come la specie piu
resistente e S. enterica come la piu sensibile. Anche le differenze intraspecifiche
nella resistenza agli UV erano molto basse, specialmente se confrontate con la
resistenza intraspecifica ad altre tecnologie; tuttavia, tali differenze sono di
entita simile o persino maggiore delle differenze inter-specifiche nella
resistenza agli UV (Gayan et al., 2011, 2012a, b, c, 2014b, 2015; Arroyo et al.,
2012b). Ancora una volta, S. aureus appare come il microrganismo piu
resistente alla tecnologia, mentre Salmonella e C. sakazakii come i meno
resistenti.

Va sottolineato che alcuni ceppi di E. coli sono molto resistenti all'HHP
(Somolinos et al., 2008b; Cebrian et al., 2009, 2010a; Sagarzazu et al., 2010a;
Arroyo et al, 201l1a; Espina et al, 2013; Ramos, 2016).
Sebbene non sia incluso nella figura 4.1, il Campylobacter é il microrganismo
meno resistente allHHP tra quelli studiati (Sagarzazu et al., 2010a).
Va osservato che, al contrario di MS e UV, la resistenza dei patogeni trasmessi
dagli alimenti all'HHP varia ampiamente. Pertanto, sia le differenze inter-

specifiche che quelle intra-specifiche nella resistenza all'HHP (valori 4D) sono
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maggiori di 30 volte come riportato in Figura 4.1. E. Per quanto riguarda la
PEF, va notato che alcune condizioni di trattamento modificano solo la

Heat MS PEF HHP uv
pH 7.0 S.senftemberg 775 W S. L. S. aureus L.
aw>0.99 aureus  monocytogenes monocytogenesx*
pH 4.0 S aureus** S. S Gram- S. aureus*xxx* [,
aw>0.99 senftemberg 775 W aureus  negatives*x*x E. coli monocytogenes*
pH 7.0 L. monocytogenes S. L. S. aureus L.
aw=0.96 aureus  monocytogenes monocytogenes*

resistenza batterica (vedi pH del mezzo di trattamento). Per questo motivo, la
Figura 4.1. include i valori 4D PEF siaapH 7.0 (4.1. C) siaa pH 4.0. (4.1. D).

La specie piu resistente alla PEF a pH 7,0 sarebbe la L. monocytogenes.
Viceversa, E. coli, C. sakazakii e Salmonella sarebbero i piu resistenti a pH 4,0
(Tabella4.1.).

Tabella 4.1 -Agenti patogeni resistenti al calore, MS, PEF, HHP e UV, se trattati con un

diverso pH e diversa aw. (Cebrian et al. 2016).

Tuttavia, va notato che, dai dati di Saldafia et al. (2010a, b), si puo dedurre
che la resistenza PEF di alcuni ceppi di L. monocytogenes sarebbe paragonabile
a quella dei Gram-negativi.

Per quanto riguarda Campylobacter, i dati ottenuti da Sagarzazu et al.
(2010b), dimostrano che mentre il Campylobacter jejuni € il meno resistente a
HHP e al calore, la sua resistenza al PEF sarebbe paragonabile a quella degli
altri tre Gram-negativi considerati.

Sebbene siano presenti in letteratura alcune eccezioni, Rodriguez-Calleja
et al. (2006) hanno dimostrato che anche le differenze intraspecifiche nella
resistenza alla PEF sono molto basse. Al contrario, le differenze inter-specifiche
sono molto piu ampie (Garcia et al., 2005a, b, 2007; Cebrian et al., 2007;
Arroyo et al., 2010a; Somolinos et al., 2010Db).

Pertanto, dalla figura si pud concludere che la resistenza ai patogeni puo

variare fino a 12 volte a pH 7,0 e oltre 18 volte a 4,0. In ogni caso, le differenze
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inter- e intra-specifiche nella resistenza al calore, superano quelle evidenziate
in altre tecnologie, (Figura 4.1. A). Le grandi differenze intraspecifiche nella
resistenza al calore sono particolarmente evidenti per S. aureus, C. sakazakii e
Salmonella (Mafias et al., 2001b, 2003; Rodriguez-Calleja et al., 2006; Cebrian
et al., 2007; Arroyo et al., 2009). Tuttavia, va notato che per la Salmonella
queste differenze sono piu piccole, se escludiamo S. senftenberg 775 W. Questo
particolare ceppo, mostra una resistenza al calore 10-100 volte maggiore di
qualsiasi altra specie dello stesso genere.

Per quanto riguarda i microorganismi patogeni piu resistenti al calore,
S. senftenberg 775 W, L. monocytogenes e alcuni ceppi di S. aureus sarebbero i
piu resistenti al calore, mentre Campylobacter sarebbe il meno resistente al
calore (Sagarzazu et al., 2010b).

Dai dati qui presentati, si pud concludere che il microrganismo piu
resistente alla MS e all'HHP in termini di resistenza media delle specie, sarebbe
lo S. aureus. La L. monocytogenes sarebbe la piu resistente ai raggi UV, alla
PEF a pH 7,0 e al calore.

Infine, Salmonella, E. coli e C. sakazakii, sarebbero i microrganismi piu
resistenti alla PEF quando il pH del trattamento scendera a 4,0 (Tabella 4.1.).
| fattori che influenzano la resistenza microbica, come gia detto, sono
numerosissimi; quindi, queste conclusioni vanno viste con attenzione.
Esse infatti si basano sul confronto della resistenza di cellule in fase di crescita
stazionaria coltivate in Tryptic Soy Broth (TSB) a 37°C, trattate con tampone
Mcllvaine a pH 7,0 e recuperate in Tryptic Soy Agar (TSA), anch'esse a 37°C.
Tuttavia, se le condizioni di crescita, trattamento o recupero vengono
modificate, le specie / ceppi piu resistenti a una particolare tecnologia possono
cambiare.

Quindi, poiché esistono fattori che influenzano la resistenza microbica
a MS, PEF, HHP e UV, sono riportati alcuni dati per evidenziare se la modifica
di qualsiasi condizione sperimentale, porterebbe a cambiamenti nella
classificazione che abbiamo presentato (Tabella 4.1.).

Da questi dati si possono anche dedurre che i patogeni Gram-positivi (S.
aureus e L. monocytogenes), sono quelli che mostrano la massima resistenza a
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MS, PEF, HHP e UV nella maggior parte degli scenari. La maggiore rigidita
degli involucri Gram-positivi, € considerata la ragione principale della loro forte
resistenza agli ultrasuoni e al'lHHP (Marias e Pagan, 2005), poiché la modalita
di azione di entrambe le tecnologie, comporta danni fisici all’involucro.
Inoltre, le dimensioni e la forma di S. aureus, potrebbero spiegare la sua
maggiore resistenza alla MS e HHP, rispetto alla L. monocytogenes (Marias e
Pagéan, 2005; Condon et al., 2011).

Tuttavia, I'alta resistenza di alcuni ceppi di E. coli (piu alta di quella delle
cellule di L. monocytogenes), indica che probabilmente fattori diversi dalla
struttura dell'involucro, giocano anche un ruolo molto rilevante nella resistenza
HHP (Somolinos et al.,, 2008b; Espina et al., 2013; Ramos, 2016).
Allo stesso modo, anche se é stato spesso riportato che i batteri Gram-positivi
generalmente mostrano una maggiore resistenza ai raggi UV e alla PEF, rispetto
ai Gram-negativi (I'elevata resistenza della L. monocytogenes a queste
tecnologie sembra supportare questa ipotesi), ci sono molte eccezioni a questa
regola. Infatti, come gia detto, la resistenza microbica alla PEF, sarebbe
determinata da molti fattori, tra cui dimensione e forma, struttura degli involucri
e alcuni altri, non ancora chiariti (Qin et al., 1991, 1998; Kehez et al., 1996;
Alvarez et al., 2006a; Somolinos et al., 2010b). L'aumento della resistenza
batterica ai raggi ultravioletti, sarebbe probabilmente dovuto ad una serie di
fattori che, a partire dallo spessore della parete cellulare, potrebbero includere
anche la dimensione delle cellule, la pigmentazione, la composizione, le
dimensioni, la conformazione del materiale genetico e l'efficienza della
riparazione del DNA (Gayan et al., 2014a).

Inoltre, come discusso sopra, la variabilita della resistenza UV tra specie
e ceppi, € maggiore delle differenze tra i generi, il che rende impossibile trarre
conclusioni generali (Gayan et al., 2014a). Si puo concludere che, da un lato,
come sottolineato in precedenza da Rodriguez-Calleja et al. (2006) e Cebrian et
al. (2007), questi risultati mostrano che i microrganismi piu resistenti a un dato
stress, non sono necessariamente piu resistenti ad altri tipi di stress.

Cosi, ad esempio, mentre lo S. aureus era il microrganismo piu resistente
allHHP e alla MS, era tra i meno resistenti agli UV e alla PEF.
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Allo stesso modo, vale la pena ricordare che, mentre la resistenza al calore di S.
senftenberg 775 W e 10-100 volte maggiore di quella di tutte le altre specie, la
sua resistenza a MS, PEF o UV e persino HHP, si trova approssimativamente
nella media (Mafias et al., 2000b, 2001b, Alvarez et al., 2003a, 2006b; Gayan,
2014; Ramos, 2016). Questo risultato puo essere facilmente spiegato dalle varie
modalita di azione delle quattro diverse tecnologie in esame.

D'altra parte, riassumendo, i dati riportati indicano che le differenze intra
e inter-specifiche della resistenza, sono molto basse per la MS e soprattutto per
I raggi UV. Invece tali differenze sono medio-grandi per HHP e PEF e molto
grandi per il calore (Tabella 4.2.).

Tabella 4.2 -Fattori che influenzano la resistenza degli agenti patogeni di origine batterica

al calore, MS, PEF, HHP, UV e grado di influenza. (Cebrian et al., 2016).

Heat MS PEF HHP uv
Intrinsic Inter-species | Very large | Low Large-very Large Very
factors variation large low
Intra-species | Large- Low Low-medium | Medium- | Very
variation very large large low
Process Specific Treatment | Amplitu | Electric field Pressure | Dose
factors time de Strength Treatme | (J/ml
Pressure | Pulse .
Specific size/shape nttime )
energy Specific
Treatment | energy
time Treatment time
Temperature | Very large | Low- Large Large Low-
medium medi
um
Pre- Growth Very large | Low Medium-large | Large Very
treatment | phase low
factors
Growth Medium- | Very low | Very low-low | Medium | Very
temperature | large low
Prior Large Very low | Low Very Very
stresses low-low | low

43




Product pH Large Very low | Large Large Very
parameters low
aw Large Low Medium Large Very
low
Composition | Very large | Low Medium-large | Large Larg
and others e
Recovery | Sublethal Yes No Yes Yes No
conditions | injury?

Inoltre, il fatto che le differenze intra-specifiche di resistenza ad alcuni
agenti (come calore o UV), potrebbero essere maggiori delle differenze inter-
specifiche, implica che, come raccomandato dal comitato consultivo scientifico
dell’Agenzia per la protezione dell'ambiente, per la disinfezione con acqua UV
(Oteiza et al., 2010), i ceppi e non le specie, dovrebbero essere usati come
indicatori per stabilire i criteri di processo per queste tecnologie. In alternativa,
dovrebbe essere usato un cocktail di ceppi di ciascun agente patogeno.

4.2.1 Influenza dello stato fisiologico e condizioni colturali delle cellule del
microrganismo sulla resistenza a MF, PEF, HHP e UV

L'influenza del tipo di microrganismo, della specie e del ceppo in esame
sulla resistenza microbica alle nuove tecnologie di trasformazione alimentare, €
stata ben documentata. Tuttavia, prove crescenti suggeriscono che lo stato
fisiologico della cellula, potrebbe essere altrettanto importante, poiché
condiziona I'espressione di meccanismi di resistenza e riparazione, e determina
in tal modo il grado di resistenza di una cellula microbica.

In altre parole, ciascun ceppo, possiede un pool genetico che codifica per
diversi meccanismi di resistenza, ma lo stato fisiologico delle cellule determina
in modo decisivo quale di quei sistemi di resistenza saranno espressi, cosi come
il loro grado di espressione. Tra tutti i fattori determinanti, lo stato fisiologico
della fase di crescita delle cellule batteriche, e probabilmente quello che é stato
piu studiato. Le cellule in fase di crescita esponenziale, hanno dimostrato di
essere meno resistenti alle quattro tecnologie qui studiate, rispetto a quelle in
fase di crescita stazionaria (Cebrian et al., 2007, 2009, 2010a, Somolinos et al.,
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2008a; Arroyo et al., 2010a, b, 2011a, 2012b; Gayan et al., 2011, 2012c, 2014b,
2015).

Questo é stato dimostrato anche per il calore (Cebrian et al., 2007, 2009;
Arroyo et al., 2009), e sia le specie Gram-positive che Gram-negative (Figura
4.2A).

A (growth phase) B (growth temperature)
100, Heat Ms  PEF  HHP UV 100 Heat MS PEF HHP UV
10 10
K @
g 1 g 1
s e
0.1 0.1
0.01 0.01-
c (sublethal stresses) o (PH)
100, Heat MS  PEF  HHP UV 100, Heat MS PEF HHP UV
10 104
8 2
g 1 g 1
= e
0.1 0.1
0.01 0.01-
E (a) F (medium composition)
100, Heat Ms  PEF  HHP UV 100, Heat MS  PEF  HHP UV
10
8 2
g 1 g
Q Q
-+ -
0.1
0.01 0.01

Fig. 4.2 - Influenza di diversi fattori sulla resistenza microbica al calore, MS, PEF,
HHP e UV. (Cebrian et al., 2016).

Tuttavia, mentre l'ingresso nella fase di crescita stazionaria non ha
portato ad un aumento della resistenza a MS, UV o PEF (valori 4D) superiore a
2,3 volte per nessuno dei microrganismi indagati, si suppone un aumento della
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resistenza HHP fino a 31 volte per C. sakazakii (Arroyo et al., 2011a). Sembra
quindi che, I'entita del cambiamento nella resistenza alle pressioni, determinato
da un cambiamento nella fase di crescita, € maggiore delle differenze intra-e
persino inter-specifiche nella resistenza.

Pertanto, ad esempio, le cellule in fase di crescita stazionaria di E. coli
sarebbero piu resistenti all'HHP, rispetto alle fasi di crescita esponenziale di S.
aureus; questo implica che, in un prodotto contenente questi due tipi di cellule,
le cellule di E. coli sarebbero considerate come microrganismo target.
Sebbene cio sia stato osservato in mezzi sintetici, si dovrebbe sottolineare che
e molto improbabile che un tale scenario si verifichi in prodotti alimentari reali.
Daltra parte, i dati accumulati sembrano indicare che l'influenza della
temperatura di crescita, e della pre-esposizione a stress ambientali sulla
sopravvivenza microbica a nuove tecnologie di conservazione degli alimenti,
sarebbe molto inferiore a quella della fase di crescita, e ancora minore a quella
del calore (Figure 4.2. B, C).

Cosl, ad esempio, mentre é stato trovato per E. coli fino ad un aumento
di 10 volte in termoresistenza, in seguito all'aumento della temperatura di
crescita da 10 a 42°C (Cebrian et al., 2008), per C. sakazakii aumentando la
temperatura di crescita da 10 a 37°C, ha prodotto un cambiamento di cinque
volte nei valori 4DHHP (Arroyo et al., 2011a). Diversamente, variare la
temperatura di crescita ha un'influenza meno pronunciata sulla resistenza
microbica a MS, PEF e UV. Infatti, Cebrian et al., hanno rilevato al massimo
una variazione di tre unita nel valore 4DPEF. (2008) per le cellule di E. coli
mentre non sono state riscontrate differenze significative nella resistenza del
PEF per S. aureus (Cebrian, 2009) o per L. monocytogenes (Alvarez et al.,
2002). Allo stesso modo la resistenza a MS per L. monocytogenes o S.
typhimurium (Pagan et al., 1999a; Conddn et al., 2011) o ai raggi UV per C.
sakazakii (Arroyo et al., 2012b) o E. coli (Gayéan, 2014), é indipendente dalla
temperatura di crescita. Dalle limitate informazioni disponibili sui meccanismi
di risposta in grado di aumentare la sopravvivenza batterica a tecnologie non
termiche come MS, PEF, HHP e UV (Cebrian et al., 2012), si puo concludere
che I'esposizione di cellule batteriche a condizioni di stress sub-letali, capaci di
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innescare meccanismi di risposta omologhi (pH acido e alcalino, perossido di
idrogeno, calore osmotico e shock da freddo), hanno un effetto sulla resistenza
microbica a nuove tecnologie molto inferiori a quelle riportate per i trattamenti
termici (Somolinos et al., 2008a; Cebrian et al., 2010b, 2012; Arroyo, 2011;
Arroyo et al., 2012a; Gayan, 2014; Figura 4.2. C).

Per tentare di spiegare questi risultati, vale la pena menzionare che in
molte specie batteriche, I'aumentata resistenza allo stress delle cellule in fase di
crescita stazionaria rispetto alle cellule in fase di crescita esponenziale, € stata
parzialmente attribuita all'induzione di fattori sigma generali, di stress
alternativi (Abee and Wouters, 1999).

| fattori generali di stress sigma includono sigma S, noto anche come
rpoS, nei batteri Gram-negativi e sigma B nei batteri Gram-positivi, che sono
considerati da molti ricercatori come omologhi funzionalmente (Gertz et al.,
2000; Hengge-Aronis, 2000).

Secondo i dati qui riportati (Somolinos et al., 2008a, 2010a; Cebrian et
al., 2009; Gayan et al., 2014b), la delezione dei fattori sigma, ha comportato
una diminuzione significativa della resistenza a tutte le tecnologie qui riportate,
ma tali differenze tra i ceppi parentali e 1 mutanti i1sogenici AsigB o ArpoS erano
molto piu piccole per la PEF, MS e UV rispetto a calore e HHP.
Questi risultati suggeriscono che la fase di crescita avrebbe un maggiore impatto
sulla sopravvivenza microbica a quelle tecnologie, per le quali la risposta allo
stress generale svolge un ruolo piu rilevante.

Allo stesso modo, poiché lo sviluppo di risposte di resistenza incrociata
e anche generalmente collegato all'induzione di queste risposte generali allo
stress, e ragionevole pensare che lo sviluppo di resistenze incrociate a queste
tecnologie sarebbe meno diffuso tra i batteri e avrebbe probabilmente un
impatto minore. Tuttavia, va notato che sono state documentate alcune
eccezioni rilevanti, come lo sviluppo della resistenza alla PEF in S. aureus dopo
il calore e gli shock alcalini (Cebrian et al., 2012), o la maggiore resistenza di
E. coli con shock termico delle cellule a HHP (Aertsen et al., 2004).
Daltra parte, solo per HHP é stata osservata una relazione tra I'espressione delle
proteine allo shock termico e la resistenza microbica (Aertsen et al., 2004).
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Il ruolo della fluidita della membrana sulla resistenza batterica a MS,
PEF, HHP e UV & ancora una questione in discussione.
Questi risultati potrebbero spiegare la diversa influenza che la temperatura di
crescita ha sulla resistenza microbica alle quattro tecnologie qui esaminate.
Vi e una quantita molto limitata di informazioni riguardanti I'effetto di altri
fattori che agiscono prima del trattamento, come pH o atmosfera del mezzo di
crescita.

In ogni caso, cio che questi risultati indicano chiaramente e che,
quando si determina il microrganismo target per una particolare tecnologia, si
dovrebbe considerare la possibile influenza delle condizioni di crescita e
dell'esposizione agli agenti stressanti sulla resistenza microbica.

4.2.2 Fattori che agiscono durante il trattamento
| fattori che agiscono durante il trattamento possono essere classificati in
due gruppi:
e proprieta del mezzo

o fattori di processo

4.2.2.1Proprieta del mezzo

Come evidenziato sopra, la resistenza microbica a qualsiasi agente di
inattivazione, dipende dallo stato fisiologico della cellula. Tuttavia, essa € anche
influenzata da una moltitudine di fattori ambientali che entrano in gioco nel
corso del trattamento. Tra i fattori ambientali che influenzano la resistenza
microbica, i piu studiati sono il pH, l'attivita dell'acqua e la composizione
chimica del mezzo. Il pH e uno dei fattori ambientali con la maggiore influenza
sulla resistenza microbica al calore (Tomlins and Ordal, 1976; Jay, 1992; Mafias
et al., 2003; Arroyo et al., 2009), HHP (Mackey et al., 1995) ; Stewart et al.,
1997; Alpas et al., 2000; Koseki and Yamamoto, 2006; Arroyo et al., 2009) e
PEF (Alvarez et al., 2000, 2002; Aronsson and Ronner, 2001; Geveke and
Kozempel, 2003; Garcia et al., 2005a, b, 2007; Saldafia et al., 2010a, b).

L'acidificazione e facilmente modificabile nei prodotti alimentari, e viene
spesso applicata nell'industria alimentare. Il pH del mezzo di trattamento,
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influisce raramente sulla resistenza microbica a MS e UV, al contrario di altre
tecnologie.

Come mostra la figura 4.2. D, una riduzione del pH da 7.0 a 4.0, che
puo portare a una riduzione di 22 volte dei valori 4D per il riscaldamento e 12
volte all'HHP (Arroyo et al., 2009, 2011a), riduce solo i valori 4D MS di 1,6
volte e non si traduce in cambiamento significativo dei valori 4D UV.
L'influenza del pH del mezzo di trattamento sulla resistenza microbica alla PEF,
ha attratto I'interesse della comunita scientifica per molti anni, poiché differisce
ampiamente dal modo in cui influenza la resistenza microbica ad altre
tecnologie. Pertanto, in termini generali, la riduzione del pH del mezzo di
trattamento determina una diminuzione della resistenza alla PEF delle cellule
Gram-positive (Garcia et al., 2005a, b, 2007; Saldafia et al., 2010a).
Viceversa, diminuendo il pH del mezzo di trattamento ad un valore di 5,0-5,5
si ottiene anche una diminuzione della resistenza alla PEF per le cellule Gram-
negative. Ma ulteriori diminuzioni (a pH 3,5-4,0) hanno I'effetto opposto (un
aumento della resistenza della PEF; Garcia et al., 2005a, b, 2007; Saldafa et al.,
2010b, 2012; Somolinos et al., 2010Db).

Quest'ultimo aumento, si osserva solo se vengono aggiunti o se sono gia
presenti acidi organici. Quindi, il tipo di acido presente nel mezzo e di
importanza essenziale (Somolinos et al., 2010D).

Questa scoperta € della massima rilevanza, dal momento che il
trattamento PEF di prodotti alimentari a basso pH, come i succhi, dovrebbe
essere indirizzata ai patogeni Gram-negativi. Va anche notato che, anche
secondo Alpas et al., (2000), la resistenza al pH acido dei ceppi di E. coli
sarebbe paragonabile a quella di S. aureus, come precedentemente indicato per
il pH neutro.

Data la maggiore tolleranza acida di E. coli e I'incapacita di S. aureus di
sintetizzare le enterotossine a pH inferiore a 4,5 (ICMSF, 1996), E. coli
dovrebbe essere considerato il microrganismo bersaglio per HHP in questi tipi
di prodotti. Allo stato attuale, il meccanismo di sensibilizzazione batterica
Gram-positiva a HHP e PEF (in questo caso solo per quanto riguarda i batteri
Gram-positivi), quando trattati a bassi pH non & noto con precisione. E 'stato
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suggerito, che la perdita della continuita della membrana comprometterebbe
I'omeostasi del pH, che potrebbe modificare il pH intracellulare, il quale
interessa i componenti principali della cellula (DNA, RNA, enzimi, ecc.; Vega-
Mercado et al., 1996; Pagan et al., 2001).

D'altro canto, nonostante la difficolta di immaginare quale tipo di
interazione tra le molecole di acido organico e le strutture cellulari avrebbe la
capacita di proteggere le cellule Gram-negative dall'azione della PEF, i dati
ottenuti suggeriscono che tale interazione, avrebbe avrebbe a che fare con la
membrana esterna.

Secondo Somolinos et al. (2010b), i meccanismi di riparazione delle
cellule Gram-negative, in presenza di acidi organici a pH 4.0, o sono piu
efficienti, oppure le lesioni della membrana causate da PEF sono meno gravi e
piu facili da riparare percheé in condizioni favorevoli.

Infine, se il pH del mezzo di trattamento & un fattore che ha poca o
nessuna influenza sulla resistenza microbicaa MS e UV, ci0 puo essere spiegato
dai meccanismi specifici di inattivazione di queste due tecnologie. Per quanto
riguarda I’influenza dell’aw del mezzo di trattamento, contrariamente al pH, una
riduzione della sua attivita dell’acqua, di solito determina un aumento della
resistenza microbica alla maggior parte delle tecnologie di conservazione degli
alimenti.

Inoltre, secondo i dati pubblicati, I'attivita dell'acqua e il parametro che
esercita la maggiore influenza sulla resistenza microbica al calore, alla PEF e
all'HHP (Figura 4.2. 2E).

Cosl, ad esempio, e stato dimostrato che ridurre l'attivita dell'acqua nel
mezzo di trattamento, puo portare a un aumento di 100 volte la resistenza
batterica al calore (Kwast e WVerrips, 1982; Sumner et al., 1991).
Secondo i dati presenti in letteratura, la riduzione dell'attivita dell'acqua da 0,99
a 0,96, pud aumentare i valori 4D del calore di oltre 30 volte (Alvarez et al.,
2003b, 2006b; Arroyo et al., 2009).

Lo stesso cambiamento nell'attivita dell’acqua, ha portato anche a
incrementi superiori a 10 volte nei valori della PEF e HHP 4D per C. sakazakii
(Arroyo et al., 2010a, 2011a), ma solo ad un aumento inferiore a tre volte nei
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valori 4DMS di S. enterica e C. sakazakii (Alvarez et al., 2003b, 2006b; Arroyo
et al., 2010b).

Questo cambiamento nell'attivita dell’acqua, non influenza i valori
4DUV di nessuna delle specie studiate da Gayan et al. (2011, 2012b, 2012b,
2015) e Arroyo et al. (2012b). | meccanismi molecolari coinvolti
nell'acquisizione della resistenza al calore da parte di batteri trattati, non sono
ancora chiari, sebbene siano stati suggeriti i seguenti fattori: una disidratazione
del citoplasma seguita da restringimento cellulare, una riduzione della
dimensione dei pori ed una diminuzione della perdita di composti intracellulari
(Gibson, 1973), o una stabilizzazione di proteine ed enzimi derivanti dalla
formazione di legami intramolecolari (Hansen e Riemann, 1963).

E stato anche proposto, che l'interazione di trealosio con fosfolipidi di
membrana, possa stabilizzare la membrana (Crowe et al., 1984). Analogamente,
la riduzione complessiva del volume cellulare, potrebbe anche spiegare
I'aumento della resistenza alla PEF, poiché il livello di elettroporazione dipende
dalla dimensione della cellula (Alvarez et al., 2006a). La riduzione delle
dimensioni cellulari, potrebbe anche portare ad un ispessimento della
membrana cellulare, seguito da una riduzione della permeabilita e della fluidita
della membrana; entrambi questi fenomeni dovrebbero aumentare la resistenza
microbica alla PEF (Neidhardt et al., 1990).

Meccanismi simili, sono stati proposti per spiegare l'aumento della
resistenza microbica all'HHP. E stato dimostrato, che 'aumento della resistenza
al calore che e stata osservata, € in parte dovuta a una stabilizzazione delle
strutture cellulari contro il calore, e in parte € invece causata da una maggiore
capacita di riparare i danni causati dal calore (Alvarez et al., 2003b). Al
contrario, I'aumento della resistenza microbica alla PEF e HHP non sembra
essere correlato ad un aumento della capacita di riparare i danni sub-letali
(Arroyo et al., 2010a, 2011a).

Poiché [l'inattivazione microbica da parte della MS a basse attivita
dell’acqua, ¢ un evento "tutto o niente", ci0 potrebbe in parte spiegare
I'influenza relativamente bassa del fattore, sulla resistenza alla MS.
Infine, come indicato in precedenza per il pH, sembra logico che la riduzione
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dell'attivita dell'acqua, in media, non abbia un'influenza sulla resistenza
microbica all’UV, data la specifica modalita di azione di questo agente sul
DNA.

E stato dimostrato che l'effetto protettivo dell’attivita dell’acqua del
mezzo, sull'inattivazione microbica da parte di HHP e PEF, dipende anche dal
soluto aggiunto. Pertanto, allo stesso livello di attivita dell'acqua, le cellule
microbiche tendono ad essere piu sensibili alla pressione in glicerolo, rispetto
ai monosaccaridi e ai disaccaridi (Patterson, 2005).

Allo stesso modo, il sale & generalmente meno protettivo contro I'HHP
rispetto ai carboidrati (Smelt, 1998). Per quanto riguarda la PEF, e stato
riportato che i microrganismi sono piu sensibili alla PEF, quando il glicerolo
viene aggiunto al mezzo di trattamento rispetto a quando il soluto aggiunto € il
saccarosio (Alvarez et al., 2006a). E noto che la resistenza microbica alla
maggior parte delle tecnologie, cambia con la composizione del mezzo di
trattamento (Tomlins and Ordal, 1976; Hulsheger et al., 1981; Patterson et al.,
1995; Grahl and Markl, 1996; Simpson and Gilmour, 1997: Hauben et al., 1998;
Mafias et al., 2001a, b; Gayan et al., 2014). Sebbene, come sopra riportato, sia
stato suggerito che questi cambiamenti nella resistenza potrebbero essere dovuti
al pH e / o alle differenze di attivita dell'acqua, molti autori hanno dimostrato
che i microrganismi possono mostrare un diverso grado di resistenza al calore,
alla PEF e all'HHP, in diversi tipi di mezzi che presentano lo stesso pH e/ 0 aw
(Baird-Parker et al., 1970; Corry, 1974; Hilsheger et al., 1981; Condén and
Sala, 1992; Patterson et al., 1995; Grahl and Markl, 1996; Simpson and
Gilmour, 1997 ; Hauben et al., 1998; Maiias et al., 2001b).

Si potrebbe quindi concludere, che alcuni componenti chimici,
indipendentemente dal pH e dall'attivita dell’acqua, potrebbero proteggere le
cellule batteriche dalle diverse tecnologie di conservazione degli alimenti.
In alcune occasioni, tuttavia, é stato osservato anche I'effetto opposto (Arroyo
et al., 2011a; Gayéan, 2014; Serrano, 2016). La figura 4.2. F, illustra I'influenza
massima della composizione del mezzo, sulla resistenza microbica a calore,
MS, PEF, HHP e UV.
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Per elaborare questa figura, sono stati confrontati i valori 4D ottenuti
per diversi microrganismi sospesi in diversi prodotti alimentari, ed esposti alle
quattro tecnologie in tampone di pH (e di un pH simili (se non uguali).
Pertanto, i cambiamenti nella resistenza microbica qui riportati, sarebbero
dovuti alla composizione specifica del prodotto alimentare e non possono essere
attribuiti al suo pH o aw.

Secondo questi dati, I'influenza della composizione media sulla resistenza
microbica a MS, PEF e HHP é molto inferiore rispetto al calore. Pertanto, la
resistenza alla MS cambia a malapena nei substrati di laboratorio, e negli
alimenti liquidi come latte, succhi, minestre di verdura e uovo intero liquido
(Manas et al., 2000b; Arroyo et al., 2010b, 2011b, c; Conddn et al., 2011).
Allo stesso modo, la resistenza microbica a HHP, difficilmente aumenta di tre
volte (Arroyo et al., 2010a).

Va notato, che altri autori hanno riportato maggiori differenze nella
resistenza a HHP, a causa di cambiamenti nella composizione del mezzo
(Patterson, 2005).

Al contrario, per C. sakazakii e stato segnalato un aumento della
resistenza al calore, pari a 14 volte quando trattato con succo di mela, rispetto
ad un tampone dello stesso pH e aw (Arroyo et al., 2009).
Sono stati anche documentati gli effetti protettivi contro il calore di diversi
prodotti alimentari, come uovo liquido, latte, succhi e zuppe di verdure (Mafias
et al., 2000b, 2001b; Arroyo et al., 2009; Serrano, 2016).

Il caso degli UV e piuttosto particolare. Infatti, fattori diversi dalle
proprieta ottiche del mezzo, hanno un'influenza molto bassa sulla resistenza
microbica (Gayan et al., 2014a).

Viceversa, come sottolineato da Koutchma et al. (2009), le caratteristiche
del prodotto piu influenti, legate all'efficacia letale delle tecnologie UV, sono le
proprieta ottiche, principalmente l'assorbanza UV e la torbidita del mezzo.
Pertanto, componenti di colore, composti solubili e solidi sospesi, possono
assorbire, riflettere e disperdere la luce accidentale, riducendo cosi il numero di
fotoni disponibili per uccidere i microrganismi (Koutchma et al., 2009).
Secondo Gayan et al. (2011), un aumento nell'assorbanza della matrice di 15,92
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, porta ad un aumento di 10 volte dei valori 4D per E. coli.
Risultati simili, sono stati ottenuti per altri microrganismi (Gayan et al., 2012c,
2014Db, 2015). Allo stato attuale, i meccanismi coinvolti in questi aumentie/ o
diminuzioni nella resistenza microbica, non sono noti con precisione.

Il latte € uno dei pochi prodotti per cui il meccanismo sottostante, che
porta al cambiamento di resistenza, € stato studiato in profondita.
Pertanto, é stato proposto che I'aumentata resistenza microbica a PEF e HHP,
quando trattata nel latte, sia probabilmente dovuta all'effetto di stabilizzazione
dei cationi bivalenti sulle membrane cellulari (Hauben et al., 1998; Alvarez et

al., 2006a).

4.2.2.2Fattori di processo

Poiché la maggior parte dei fattori di processo (elencati nella Tabella 4.2)
sono specifici per ciascuna tecnologia, non possono essere sempre confrontati.
Pertanto, in questo senso l'unico fattore confrontabile e la temperatura di
trattamento. Sebbene tutte le nuove tecnologie qui recensite siano considerate
non termiche, vari autori hanno proposto di combinarle con temperature sub-
letali o addirittura letali, per aumentare la letalita complessiva del processo (Sala
et al., 1992; Patterson and Kilpatrick, 1998; Raso et al., 1998d, e; Heinz et al.,
2003; Raso and Barbosa-Canovas, 2003; Leadley, 2005; Patterson, 2005;
Alvarez et al., 2006a; Lopez-Pedemonte et al., 2006; Saldafia et al ., 2010c,
2012; Gayan et al., 2011, 2012a, b, c, 2014b, 2015).

Una combinazione con temperature sub-letali, ha dimostrato di
migliorare I'effetto letale della MS (Sala et al., 1992, Raso et al., 1998d, e Pagan
et al., 1999a, b, c; Arroyo et al., 2011b, c), della PEF (Alvarez et al., 2006a;
Cebrian, 2009; Saldafia et al., 2010c, 2012) e di UV-C (Gayan et al., 2011,
20124, b, ¢, 2014b, 2015; Arroyo et al., 2012b).

La temperatura del trattamento, puo anche avere un effetto significativo
sulla resistenza microbica all'HHP. Pertanto, al di sopra di una particolare soglia
di temperatura, l'aumento della temperatura di trattamento porta anche ad un
aumento della letalita HHP (Patterson, 2005; Ramos, 2016).
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Quindi I'applicazione combinata di queste nuove tecnologie con
temperature moderate, sembra essere una delle alternative piu interessanti per
lo sviluppo di processi combinati, poiché come si puo osservare nella figura
4.3., un aumento della temperatura di trattamento dalla temperatura ambiente a
55°C porta a significative diminuizioni nei valori 4D, nel caso di tutte e quattro
le tecnologie, inclusa una riduzione di > 10 volte per PEF e HHP (Figura 4.3).

100+

104

4D decrease

MS PEF HHP uv

Figura 4.3 — Influenza di un aumento della temperatura di trattamento sui valori 4D
calcolati per le diverse tecnologie esaminate. (Cebrian et al., 2016).

Va notato, che la maggior parte dei dati riportati, sembra indicare che
I'entita dell'aumento della letalita, aumentando la temperatura di trattamento,
sembra essere maggiore per PEF e HHP, che per MS e UV. Questi risultati sono
in accordo con un'ulteriore constatazione: considerando che gli aumenti di
temperatura entro il range fisiologico (ad esempio, da 25 a 40°C) hanno
dimostrato di aumentare la letalita della PEF e HHP, temperature piu elevate
(vicino a 50°C o addirittura superiore) sono necessarie per indurre una
significativa riduzione della resistenza microbica alla MS e agli UV (Raso et
al., 1998d, e Pagan et al., 1999a, b, c; Tassou et al., 2008; Cebrian, 2009;
Saldafa et al., 2010c; Arroyo et al., 2011b, c; Gayan et al., 2011, 2012a, b, c,
2014b, 2015).

Secondo la maggior parte degli autori, I'aumentata sensibilita delle cellule
batteriche a MS, PEF e HHP, quando trattate a temperature sub-letali, sarebbe
probabilmente dovuta a determinati cambiamenti indotti dalla temperatura
all'interno degli involucri cellulari, che potrebbero renderli piu vulnerabili alle
sollecitazioni meccaniche (Sonoike et al., 1992; Pagan et al., 1999b; Alvarez et

al., 2006a). Pertanto, e stato ipotizzato che la fluidizzazione a membrana delle
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membrane batteriche, li renderebbe piu sensibili a queste tre tecnologie
(Stanley, 1991; Casadei et al., 2002; Condon et al., 2005). Tuttavia, alcuni
ricercatori hanno sottolineato che la sola fluidificazione, non pud spiegare
adeguatamente tutti i risultati riportati, e che altri fattori devono svolgere un
ruolo nella sensibilizzazione dipendente dalla temperatura delle cellule
batteriche a MS, HHP e PEF (Casadei et al., 2002; Condon et al., 2005; Cebrian,
2009).

Per quanto riguarda i raggi UV, Gayan et al. (2013b) hanno suggerito che
I'effetto sinergico letale dei trattamenti UV-H, sarebbe dovuto all'inibizione
della riparazione della perdita del DNA, derivante dalla fluidificazione della
membrana causata dal riscaldamento simultaneo (Gayan et al., 2013b).

4.2.2.3 Fattori che agiscono dopo il trattamento

Le condizioni di recupero, sono generalmente riconosciute come uno dei
fattori chiave della sopravvivenza microbica, in seguito all'esposizione ad un
agente letale (Mafias e Pagan, 2005).

Come ha descritto Mackey (2000), i microrganismi sopravvissuti
all'azione letale degli agenti di conservazione, possono subire lesioni sub-letali.
Cio significa che potrebbero essere in grado di riparare i danni, ma solo se le
condizioni ambientali sono adatte. Quindi, il numero finale di cellule
microbiche vitali, dopo un particolare trattamento, sarebbe altamente
condizionato dalle condizioni di recupero, almeno per quelle tecnologie che
producono lesioni sub-letali nelle cellule. Come sottolineato da Mafias e Pagan
(2005), il verificarsi di lesioni sub-letali, ha due conseguenze principali.
Innanzitutto, siccome le cellule danneggiate potrebbero non essere rilevate
quando si utilizzano condizioni selettive per numerare i sopravvissuti, una scelta
inadeguata delle condizioni di recupero pud portare ad una sovrastima della
letalita del trattamento.

In secondo luogo, se la riparazione viene adeguatamente prevenuta, la
cellula potrebbe non essere in grado di superare i danni e il livello di
inattivazione raggiunto potrebbe quindi essere piu elevato. Cio apre la
possibilita di sviluppare nuovi processi combinati, basati sull'uso di queste
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tecnologie, in combinazione con ulteriori agenti di conservazione (ostacoli) in
grado di interferire con il mantenimento dell'omeostasi cellulare. Tutte le
tecnologie qui esaminate, ad eccezione di MS, portano alla comparsa di cellule
danneggiate (Pagan et al., 1999b; Garcia et al., 20053, b, 2007; Somolinos et
al., 2008a, b, 2010a; Cebrian et al., 2009, 2010a; Arroyo et al., 2010a, b, 2011a,
b; Saldafia et al., 2010a, b, c; Gayan et al., 2013b).Tuttavia, dato che i
meccanismi d'azione di queste tecnologie differiscono in modo abbastanza
radicale, 1 tipi di danno procurato, variano notevolmente. Inoltre, i fattori
esaminati sopra, tra cui il tipo di microrganismo, il suo stato fisiologico e le
condizioni di trattamento, determinano anche i tipi e la gravita delle lesioni
provocate.

Di conseguenza, la proporzione di cellule che hanno subito danni sub-
letali dopo il trattamento, varia molto a seconda dell'agente, del microrganismo
e delle condizioni di trattamento.

Sono stati osservati danni sub-letali alla membrana citoplasmatica in
seguito all'esposizione microbica a PEF e HHP (Garcia et al., 2005a, b, 2007;
Somolinos et al., 2008a, b, 2010a; Cebrian et al., 2009, 2010a; Arroyo et al.,
2010a, 2011a; Saldafia et al., 2010a, b, c).

Allo stesso modo, i danni sub-letali alla membrana esterna, sono stati
documentati dopo aver esposto cellule microbiche a HHP e, occasionalmente, a
PEF (Somolinos et al., 2008b; Arroyo et al, 2010a, 2011a).
Al contrario, i danni sub-letali ossidativi, sono stati rilevati dopo i trattamenti
HHP (Aertsen et al., 2004; Cebrian et al., 2010a) ma non dopo PEF. Sono
comunque ancora necessari ulteriori studi per caratterizzare pienamente il modo
in cui per un certo tipo di microrganismo, il suo stato fisiologico e le condizioni
di trattamento determinano la proporzione di cellule che hanno subito danni
sub-letali dopo un trattamento. Tuttavia, dai dati ad oggi disponibili possiamo
concludere che, la percentuale di cellule che hanno subito danni sub-letali dopo
la PEF e i trattamenti HHP, sembra essere piu elevata per le cellule in fase
stazionaria, che per quelle esponenziali (Somolinos et al., 2008a, b; Cebrian et
al., 2009, 2010a).
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Per quanto riguarda la PEF, la proporzione di cellule sub-letalmente
danneggiate, si € dimostrata maggiore quando trattata a pH 7,0 rispetto a pH 4,0
per le cellule Gram-positive e I'opposto si applica alle cellule Gram-negative
(Garcia et al., 2005a, b, 2007; Arroyo et al., 2010a; Saldafa et al., 2010a, b).
Infine, I'aumento della resistenza microbica alla PEF, determinato diminuendo
I'aw del mezzo, non sembra avere alcuna connessione con una variazione nella
proporzione delle cellule che hanno subito danni sub-letali (Arroyo et al.,
2010a). Inoltre, sono stati ottenuti risultati contraddittori riguardo la
proporzione di cellule sottoposte a sublimazione dopo trattamenti HHP a diversi
livelli di pH: Condodn et al. (2011), hanno riportato che la proporzione di cellule
di S. aureus che hanno subito danni sub-letali, era inferiore a pH acido rispetto
a pH neutro, ma nessuna differenza in tali proporzioni e stata trovata da Arroyo
et al. (2011a). Sebbene i dati siano molto scarsi, l'aumento della resistenza
microbica all'HHP, causato dalla diminuzione del terreno del mezzo, come nella
PEF, non sembra essere correlato ad un cambiamento nella proporzione delle
cellule che hanno subito danni sub-letali (Arroyo et al., 2011a).
Tra tutti questi scenari, quelli piu rilevanti sono quelli in cui I'aumento della
resistenza microbica € associato alla comparsa di un aumento della proporzione
di cellule che hanno subito danni sub-letali (ad esempio, l'inattivazione dei
Gram-negativi da PEF nei terreni acidi), poiché esse aprono la possibilita di
sviluppare processi combinati in grado di inattivare i microrganismi in
circostanze che non potrebbero essere prodotte dalla sola tecnologia. Sono state
descritte molte combinazioni di HHP e PEF con diversi agenti come lisozima,
nisina, pediocina AcH, latticina, lattoferrina, lattoferricina, EDTA, trietile
citrato, oli essenziali, citrale, carvacrolo o limonene, il che porta ad un aumento
dell'inattivazione microbica (Kalchayanand et al., 1994; Hauben et al., 1998;
Somolinos et al., 2008a; Arroyo et al., 2010c; Monfort et al., 2012; Saldafa et
al., 2012; Espina et al., 2013, 2014).

Vale anche la pena ricordare, che é stata proposta un‘altra procedura per
ottenere l'inattivazione delle cellule che hanno subito danni sub-letali causati da
HHP e PEF; vale a dire, il successivo immagazzinamento delle cellule in un
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mezzo acido, a temperature di refrigerazione (Garcia et al., 2005c; Somolinos
et al., 2008a).

Questa procedura e di particolare interesse nel campo della lavorazione
del succo pastorizzato, poiché non richiederebbe I'aggiunta di alcun passaggio
0 additivo aggiuntivo dopo il trattamento HHP o PEF. Sviluppare una procedura
combinata con UV, basata sullo stesso principio, sembra inizialmente piu
complessa, poiché tale procedura dovrebbe essere basata sulla prevenzione dei
meccanismi di riparazione del DNA sia dipendenti dalla luce che indipendenti
dalla luce (Gayan et al., 2013a).

A questo proposito, impedire I'esposizione delle cellule trattate, alla
luce visibile, potrebbe rappresentare un‘alternativa. Tuttavia, la sua efficacia
sembra variare ampiamente a seconda del tipo di microrganismi (Gayan, 2014).
Daltra parte, come spiegato sopra, Gayan et al. (2013b), hanno dimostrato che
l'aumentata letalita dei trattamenti UV, quando applicati a temperature sub-
letali, e dovuta alla ridotta capacita delle cellule microbiche di riparare il DNA,
causata dalla fluidificazione delle membrane.

Pertanto, questo processo combinato, illustra ancora una volta come la
prevenzione della riparazione dei danni microbici potrebbe aumentare
I'efficacia dei trattamenti che comportano nuove tecnologie di conservazione.

Considerazioni finali

E disponibile un'ampia quantita di dati sulla resistenza a trattamenti non
termici di diverse specie microbiche, rilevanti per la sicurezza e la stabilita
alimentare. Tuttavia, diversi tipi di apparecchiature, matrici e condizioni
sperimentali applicate in numerosi studi e / o laboratori (ad esempio lo stato
fisiologico dei microrganismi, i diversi parametri di trattamento e le condizioni
di recupero), rendono difficile classificare la resistenza relativa di diverse specie
microbiche a ciascuna di queste tecnologie, e quasi impossibile stabilire
raffronti significativi tra questi ultimi. L'applicazione di campi elettrici moderati
nella tecnologia alimentare ha attirato grande attenzione nell'ultimo decennio,
ma ancora poche informazioni sono disponibili sulla cinetica di variazione della
permeabilita della membrana e sui cambiamenti reversibili e irreversibili della
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struttura delle cellule nei sistemi alimentari reali durante e dopo I'applicazione
della PEF.

Tuttavia, anche se diversi aspetti del processo di trattamento del PEF
devono essere ulteriormente studiati, questa tecnologia é diventata un metodo
ampiamente utilizzato equivalente alla pastorizzazione del calore. Pertanto
dovrebbero essere approfonditi aspetti riguardanti I'ottimizzazione delle
condizioni del processo della PEF, la comprensione del destino e della
sopravvivenza dei SIC e la combinazione della PEF con altre tecnologie di
inattivazione al fine di massimizzare I'inattivazione.

Inoltre 1’applicazione di sistemi combinati basati su tecnologie non
termiche, termiche e utilizzo di antimicrobici, rappresenta senz’altro un
approccio con forti potenzialita per garantire la sicurezza e qualita nutrizionale
degli alimenti trattati per i consumatori. Oggi ci sono diverse aziende PEF
disponibili nel mondo. Tuttavia, I'adozione della tecnologia per I'inattivazione
microbica e la disponibilita commerciale, sono ancora limitate. Il costo
dell'investimento iniziale dei sistemi PEF é elevato e il divario tra le potezialita
innovative e la loro applicazione rimane ancora una sfida (Stoica et al., 2013).

Tuttavia, la PEF ha trovato spazio per applicazioni diverse,
dall'inattivazione microbica e 1’aumento della resa nell’industria dei succhi,
all’aumentare la resa nei processi di estrazione oppure per modificare la
consistenza dei prodotti per ridurre le perdite a valle o infine per ammorbidire
il tessuto di patate per la produzione di patatine fritte.
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