


| batteri lattici sono stati isolati in molti alim®, incluso grano, frutta e vegetali
ed e stata testata la loro capacita di inibirerésata e lo sviluppo di patogeni
come Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Pseudwsoaeruginosa,

Salmonella typhimuriura Staphylococcus aure($riaset al.,2008).

1.6.6 Batteri acetici

| batteri acetici sono Gram negativi, aerobi, basédlari e sono separati in due
generi:Acetobactere and GluconobacterEntrambi ossidano I'etanolo ad acido
acetico in condizioni di aciditdAcetobacterossida I'acido acetico ad anidride
carbonica e per questo viene chiamato superossidhgieneri possono essere
suddivisi anche a seconda del loro utilizzo deiatat 1| danneggiamento dei
frutti avviene per fermentazione alcolica dai ltevseguita dalla crescita di
batteri acetici. L'uva invasa d&8otrytis cinereapu0 mostrarsi tramite un
marciume acido esterno determinato da livelli diteminazione di oltre £0
UFC/g di Acetobacter acetd A. pasteurianughe sono le specie predominanti
Dal momento che questi batteri sono aerobi obbjigatrovano in vino, sidro e
succhi. La crescita in succhi che non contengoaonatd porta ad un’ossidazione
degli zuccheri esosi in acido gluconico e ketogiuco (Drysdaleet al.,1988).
Altri prodotti del metabolismo sono il di-idrosseone, il 2,3 butandiolo e
I'acetoino. Alcuni ceppi diAcetobacter pasteurianus Gluconobacter oxydans
producono microfibrille composte di cellulosa chertpno alla formazione di

flocculi in differenti succhi di fruttaJuvenet al, 1985).

1.6.7 Coliformi

Alcune specie di coliformi si possono ritrovare lsukuperficie dei frutti.
Numerosi coliformi ed altre specie di enterobatsemo state isolate da numerosi
frutti ed ortaggi (Goverd et al., 1979). L'incremberi questi microrganismi puo
derivare da fenomeni di antibiotico resistenza kadartilizzazione del terreno.
Gli isolati da prodotti freschi includono specie pagenenti aKlebsiellg

Enterobactered altri generi qualiSerratia, Citrobacter, Kluyvera, Pantoea,
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Flavimonas, Hafnia e quattro identificati com&. coli (Falomir M.P.et al.,
2010).

1.7 Principali malattie biotiche ed abiotiche delmacee

Lo sviluppo e la produzione delle piante dipendiaddifesa delle stesse contro
le eventuali avversita; tutto cio che colpisce dlute delle piante ne colpisce lo
sviluppo e la produzione, riducendone ['utilita menfronti dell'uomo.

I microorganismi, tra i quali primeggiano per imfamza i funghi ed i batteri, i

virus e le sfavorevoli condizioni ambientali, sdeoprincipali cause di malattie

delle colture arboree.

1.7.1 Malattie biotiche di origine fungina e battea delle pomacee

Marciume lenticellare
- Neo fabrea albgforma sessuata)
- Phlyctema vagabund@d@orma asessuata)

E un agente patogeno che crea forti perdite nef-agsolta, & un marciume

tipico dellepomaceedifficilmente si trova sualtri frutti.

Figura 3: Marciume lenticellare
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La malattia sui frutti si presenta con macchie atag, di colore marrone,
depresse, incentrate su una lenticella di colarechiaro.

Sono aree marcescenti su cui compaiono successiamescinetti biancastri di
micelio; il marciume si presenta come un triangodm la base che corrisponde
all'epicarpo del frutto e la punta é rivolta veisouore del frutto.

Al momento della raccolta e impossibile verificaraepresenza, in quanto le
infezioni latenti sui frutti si manifestano 3-4 medopo la conservazione
frigorifera.

Le varieta piu sensibili sono la Pink lady, Gold&gd Delicious, mentre altre
varieta come la Grammy Smith sono resistenti atqueatogeno. Il patogeno é
presente nelle piante sotto forma di cancri o dakan le foglie che poi
successivamente cadono.

Presente sottoforma di micelio, con le prime piogdabbassamento termico |l
patogeno si revitalizza, inizia la produzione c@maili, i quali contengono spore,
la pioggia veicola le spore verso il frutto che rggrano sul suo epicarpo e
penetrano all’interno attraverso le lenticellefuhgo non ha la possibilita di
colonizzare il frutto acerbo, ma solo durante Eurazione.

Il frutto passa attraverso 3 fasi distinte:

- Fase 1 Refrattarieta (frutto acerbo).

- Fase 2— Colonizzazione del frutto se la lenticella vienehiacciata o
danneggiata con successiva diffusione del marciperedanneggiamento dei
tessuti.

- Fase 3— Suscettibilita del frutto, la colonizzazione dipendalla maturazione
del frutto.

| trattamenti devono essere effettuati direttamentecampo (lotta preventiva sul
campo) e prevedono ['utilizzo di fungicidi di cop@a con azione preventiva. |
trattamenti in post-raccolta sono effettuati congigidi endoterapici, di cui il piu

comune e il TBZ (tiabendazolo).

Muffa verde-azzurra
E un fungo il quale rappresenta la maggior partie dealattie dellgpomacee

- Penicillium expansum
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- Penicillium comune

- Penicillium solitium

Malattia biotica rappresentata da un fungo agamate appartiene ai
deuteromiceti (privi della forma sessuta); insiemie marciumi lenticellari

rappresentano la totalita dei marciumi deienacee

Figura 4: Penicillium spp.

Il marciume si presenta rotondeggiante, molto ma&mpre centrato su di una
ferita.

Penicillium € un patogeno tipico del post-raccolta; ha spordétomgiccole e
leggere ed é veicolato dall'aria, ma anche dall&cq

Questo fungo cresce su moltissimi substrati ed @dgumolto diffuso
nell’ambiente.

E un patogeno tipico da ferita, ma pud essere laiwdramite contatto diretto
con un frutto sano, nel quale I'alta concentrazidekpatogeno produce enzimi
litici i quali penetrano nella cuticola ed inizialeocolonizzazione.

Quando le spore giungono su di una ferita germirgapenetrano, nel giro di una
settimana, colonizzando completamente il frutto;amgo il frutto e
completamente colonizzato il fungo producé®spore e si diffonde sia nell'aria,
che per contatto. Tale fungo non € in grado di parela cuticola.

Come riportato precedentemente, il genemicillium produce la patulina, una
micotossina cancerogena con effetti dannosi stérae cardio-circolatorio (De

Ciccoet al.,2008). La legge ne ammette una concentrazionesaperiore ai 50
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ul/L nei succhi di frutte Fino a30 anni fa la concentrazione di patulina
succhi era 10 volte superiore a quella ati; la causali tale contaminazion e
da attribuire all’utilizzo non regolamentato di tiiumarci per la produzione d
trasformati.

La patulina € una micotossinarmolabile; lunico modo per distruggerlé la
fermentazione ad opera dei saccaromiceti, con ¢&egsi ha la produzione d

sidro di mele.

OH

=0

Figura 5: Patulina

Non esiste nessun fungicida efficace utilizzato pos-raccolt: contro
Penicilliunt 'unico modo per combattere questo fungo é preeelrferite, le
guali in prevalenza avvengono in magazzino ad ogella lavorazion Un altro
metodo per ritardare la colonizzazioni Penicillium consiste nel conservare

frutti a temperature inferri ad 1°C.

Mucor piriformis
Fungo appartenente agli zygomi; non vi € un nome volgarema viene
chiamato semplicemen“marciume daviucor’.

Tipico dellepomaceemeno nelle drupace

Il fungo éin grado di demolire tessuti colonizzati, produndc enzimi molto
attivi e potenti i quali distruggono le pareti cellulagncsuccessiva fuoriusci
dei liquidi ed imbrattmmentc dei frutti sottostanti. re a sporcare i frui,
I'imbrattamento & una via di propagaziord inoculo del patogeno. | liqui,

infatti, contengono sostanze zuccherche fungono dattimo substrato per |
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proliferazione di altri microorganismi. Tuttaviage sil frutto & acerbo la
proliferazione € molto lenta.

Gli enzimi delMucor sono termostabili, tollerano anche trattament2@°C per
20 minuti.

La comparsa di questa malattia € legata a condidiazampo poiché il fungo si
conserva bene nel terreno.

L'utilizzo attuale di varieta di meli nani ha congenseguenza la presenza di
alcuni frutti molto vicini al terreno con la prolbb possibilita che il frutto si
contamini. Durante la fase di raccolta, inoltretdaa che si attacca nel fondo del
cassone puo trasmettere il fungo durante il roa@sento dei frutti nell’acqua di
lavaggio. La disinfezione con acqua non é risolutinzi, spesso risulta essere |l
veicolo per l'inoculo.

Il Mucor non produce tossine, il micelio inizialmente biapdiventa poi nero.

Muffa grigia
- Botrytis cinereglagamica)

- Botryotinia fuckelianggamica)

Questo fungo non e considerato eccessivamentenpeesellepomaceg molti
dei trattamenti che vengono fatti in campo protegglortofrutticolo daBotrytis
anche in post-raccolta.

Botrytis penetra nel prodotto solo tramite ferita: I'aredp@ta si imbrunisce e
quando il frutto € completamente distrutto compamemicelio di colore grigio
(questo non succede nelle pere) o, in condiziotui e freddo (cella), bianco
(dipende anche dal ceppo).

Sui frutti compaiono gli sclerozi, palline nereantleggianti, i quali sono organi
di conservazione del fungo: si tratta ammassiedngre molto compatte, le quali
permettono la sopravvivenza del fungo anche in izt molto avverse.
Botrytise un fungo molto diffuso nellambiente: crescaxmiti substrati vegetali
ed e facilmente veicolato dall'aria e dall'acqua lavaggio che diventa un
veicolante del patogeno. La diffusione del patogemo avvenire anche per

contatto e come@enicilliumpuo penetrare attraverso il gambo spezzato.
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In post-raccolta non viene effettuata lotta in dqoamon € molto presente nelle
pomaceeinoltre i trattamenti in campo proseguono ancikerfasi successive di
post-raccolta.

Essendo un fungo psicrofilo, cresce anche a 4°@jida prevenzione e la

riduzione delle ferite durante la raccolta e lazvayae delle mele.

Alternaria alternata

Fungo dellgpomacegechiamato anche “marciume nero” a causa delleepzssdi
un sottile marciume scuro nel suo micelio che lstidgue chiaramente da
Botrytis

Alternaria presenta delle spore molto grosse visibili con seaplice lente
d’ingrandimento.

Alternaria penetra attraverso le ferite od il calice delthu¢ produce lesioni
circolari abbastanza ristrette di colore marronenaella polpa. Dopo la
contaminazione il tessuto appare disidratato. Gogpmolte derrate, anche se le
dimensioni considerevoli delle spore ne impediscama facile diffusione,
mentre la veicolazione tramite acqua e la piu feate.

E un patogeno che compare molto saltuariamentdarger non si adottano

strategie di lotta, inoltre la sua crescita e midtuda.

1.7.2 Fisiopatie abiotiche delle pomacee
E importante prendere in considerazione le fisiepatbiotiche in quanto
degradando le pectine delle pareti cellulari, rewlde la mela una derrata

facilmente attaccabile da microorganismi patogeni.

Riscaldo superficiale

Il riscaldo superficiale si manifesta tramite urbmmimento della buccia, ed é
una delle malattie piu gravi che colpiscon@temacee

Si verifica un imbrunimento della buccia a chiazeen forme irregolari sulla
superficie del frutto; con il passare del tempmkcchia si scurisce e si disidrata.

Le cause sono I'eccessiva refrigerazione (stre$seddo) e gli sbalzi termici.
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In tabella 6 sono riportate le principali reazidmochimiche coinvolte in tale

fenomeno.

Tabella 6: Reazioni biochimiche del riscaldo superéle

catalizzalorn
l Fase 1J Precursor| sits farmesona — ala larnesane
et CH, Dunrnta

marsl
| Fase 2 r Crasidarione alta tarnessns —Dl- Trisnal eonlugatl (TC)

Oualdarions [Iphdi —1 Duirain
Faeed | TC — — » Morie celluls epidermiche | 12
. collule epldarmichn mani

Fase 4 Morte oollubke apidermichs —— lmbsinimento buccia

(De Cicco V. et al., 2008)

Il clima del campo e determinante: se la tempeaadliigiorno e di notte € alta, e
piu probabile che i frutti coltivati vadano incomte questa fisiopatia. Anche
I'epoca della raccolta incide sulla successiva sione di riscaldo superficiale
poiché i frutti raccolti precocemente hanno unadeza piu elevata di riscaldo
mentre quelli piu maturi, grazie alla presenzarticssidanti come antocianine,
tocofenoli e carotenoidi, sono piu resistenti.

La varieta € molto soggettiva: la Royal Gala é matilerante, mentre la Red

Delicious € molto sensibile.

Riscaldo molle

E una fisiopatia relativa alle mele appartenentigalppo Golden Delicious,
dovuta alla conservazione a basse temperature.(0°C)

Si nota un progressivo inscurimento della bucaa &ad un imbrunimento totale
nella fase avanzata; I'unica prevenzione é I'wdizli temperature maggiori di

0°C in fase d conservazione.
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Figura 6: Riscaldo molle

Vitrescenza

All'apparenza i tessuti sembrano come ghiacciadi,|lacolorazione vitrea che si
genera e dovuta ai tessuti extracellulari idropici.

La mela presenta un sapore piu zuccherino ed uititaaeninore, ma se la
vitrescenza € presente in quantita notevoli la emazione del frutto e
compromessa.

L’alterazione si manifesta nel mesocarpo con arasiucide, di colore verde
chiaro, di forma variabile, piu 0 meno estese, liazate inizialmente in

corrispondenza dei fasci vascolari, che tendoncaresgrsi verso le logge

carpellari e I'emisfero calicino.

Figura 7: Vitrescenza
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La vitrescenza € una fisiopatia che compare giacaeipo ed in particolare
quando si ritarda la raccolta del frutto.

Le condizioni che determinano la malattia sonelagerature elevate durante il
periodo pre-raccolta (settembre) e 'elevata urajdit frutto assorbe acqua, ma
non vi € traspirazione con l'esterno e quindi edsen un gradiente di

concentrazione elevato, I'acqua in eccesso si gaveregli spazi intracellulari

dando al frutto la caratteristica di vitrescenza.

Butteratura amara
Appare come una serie di depressioni di colorazioregrone, avvallamenti
presenti principalmente verso I'estremita caliaieh frutto.

In questa zona appare un tessuto suberoso, diesap@ro piuttosto profondo.

Figura 8: Butteratura

Tali nuclei rendono poco appetibile il frutto coonseguente deprezzamento in
fase di vendita. Questa fisiopatia € particolarmenégativa sia per guanto
riguarda la vendita del prodotto fresco, sia petrdsformazione industriale; i
nuclei amari vanno rimossi se si volesse utilizzlfeitto per la preparazione di
omogeneizzati o puree in quanto conferirebbero iGuabrganolettiche
decisamente negative.

La fisiopatia € gia presente in campo, ma si hapeggioramento delle

condizioni del frutto durante la conservazione.
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Le cause sono da ricercare negli squilibri nutnaio da parte dei minerali e
nello specifico uno scorretto rapporto tra calamagnesio e potassio.

Anche l'eta della pianta influisce nella comparsalal butteratura: infatti la
fisiopatia compare quando la pianta € giovane,pnieni anni di produzione.
Anche un diradamento poco efficace con successod@ugione di frutti grossi ef
una eccessiva potatura, sono tutte cause che podHa comparsa della
butteratura amara.

La fisiopatia compare prevalentemente nella zonkedemita calicina perché
il calcio arrivando dal picciolo non riesce a raggjere la parte inferiore.
L’equilibrio vegetativo della pianta tende a sduidirsi nei primi anni di
produzione, e per compensare questa cosa si effietd/5 concimazioni fogliari

con cloruro di calcio, ripetuti ad alternanza djiérni.

1.7.3 Malattie biotiche di origine batterica

La capacita di batteri patogeni di aderire allaestipie dei frutti € un problema
piuttosto ingente per la sicurezza alimentare. tinféa superficie e le
caratteristiche biochimiche dei frutti e dei batggocano un ruolo sostanziale per
la loro colonizzazione. L’adesione batterica inttfra superficie liscia come la
mela rende disponibile una minor superficie di egpone rispetto ai frutti
rugosi per cui la contaminazione é favorita in pnosta del calice e dello stelo.
Una serie di marciumi portano a numerosi scartt-p@scolta, e nonostante la
parte interna dei frutti sia considerata sterilggltmbatteri tra cuiErwinia,
Pseudomonas Serratiasono stati ritrovati nei frutti (Lund, 1979).

| cosiddetti marciumi molli possono essere causatuna serie di batteri inclusi
Erwinia, Pseudomonas, Xanthomonas, Clostridium, Baci#u€ytophaga I
marciume molle causato darwinia pud essere provocato da tre spedie:
carotovora subsp carotovora, E. carotovorasubsp atroseptica e E.
chrysanthemiche €& la causa di contaminazione maggiore neitakgeéa
malattia non e facile da identificare prima chemirciume sia ormai in uno
stadio avanzato. Il tessuto vascolare della radicelorisce e subentra un
marciume dalle tonalita del rosa fino al rossast+one. Quando la malattia

progredisce, la pianta avvizzisce. Occasionalmsnpgesentano lesioni marroni
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umide sui piccioli e sulla corona, con formazioneschiuma dal centro della
corona. E. carotovorasubsp carotovorasi sviluppa principalmente in climi
temperati, mentreE. c. atrosepticasi manifesta nei climi piu freddiE.
chrysanthemisi sviluppa maggiormente dei climi tropicali e sobicali., E.
carotovola € considerato il patogeno piu distruttivo peffrigta e pud essere
isolato da piante, suolo e dall’erba, piu raramesntdoglie e frutti. Le specie di
Erwinia hanno la capacita di produrre enzimi pectoliticbme pectin-
metilesterasi (PME), poligalatturonasi (PG) e pettisi (PNL). Quest'ultimo ha
dimostrato la maggior capacita di disintegraresstgiin vitro (Payne, 1987). |
marciumi molli possono essere causati anch®skudomonadaceas attivita
pectolitica., tra cuP. viridiflava e P. fluorescens.

Questi microrganismi sono ampiamente presenti ituraae possSonNo essere
isolati da suolo, acqua di irrigazione, rizosfera saperficie di frutti.
Pseudomonaspp. € responsabile di una buona parte del deeatlinaella frutta
fresca 0 conservata a basse temperature. Le mele swlto suscettibili
all'attacco di Pseudomonas syringadale microrganismo supera linverno,
colonizzando i germogli e si moltiplica sulla supse fogliare in primavera. Le
piogge conducono il batterio sui frutti, provocamdaculature rossastre.

| batteri ad attivita pectolitica possono favolsepenetrazione anche di patogeni
per 'uomo, non propriamente presenti nei vegetalne Salmonella, Lysteria
monocytogenesd E.coli che si possono ritrovare nelle acque di irrigagjamei
residui organici animali, insetti, nelle acque dasco e nell’ambiente (Beuchat,
1996) e, tramite queste aperture, possono peneterdrutto. E ormai noto
scientificamente che microrganismi enterici patogeossono sopravvivere a
lungo su tali prodotti, soprattutto se minimamegntecessati (Alegret al.2009
Erwinia amylovora causa del cosiddetto fuoco batterico, € uno déeb piu
distruttivi per il melo: il patogeno penetra in riice germogli e spesso si
manifesta in primavera come sperone sui fiori clrerdano successivamente di
colore scuro brunastro. Il batterio penetra nettiftiamite il peduncolo ed esce
intaccando le foglie che in breve diventano sclireitrovamento diErwinia
amylovoraha rivelato la penetrazione Hnterobacteriacea@el 5 % di alcune

\

mele esaminate (Robertst al., 1989), tra cui €& stata registrata anche

Capitolo 1 — La mela 37



I'internalizzazione diE. coli (Seoet al, 1999). Altri batteri enterici possono
trovarsi sulla superficie del frutto conimterobacter Klebsiella e Serratia La
maggior parte dei batteri enterici non sono pettglie quindi non causano la
contaminazione interna dei frutti; tuttavia, questfluenzano la crescita o
I'abbattimento di microrganismi patogeni o sporigdéramite la competizione
per i nutrienti. Nel primo studio europeo effettuaulla food safety di mele
fresche, alcuni campioni di Golden Delicious sotati @nalizzati per identificare
la presenta dEnterobacteriaceaecoliformi termo tollerantiE. coli ed E.coli
0157:H7 eSalmonellaspp 36 campioni analizzati hanno dimostrato una conta
di Enterobacteriaceaemolto variabile. Ceppi diCitrobacter, Enterobacter,
Klebsiellaed Escherichiasono stati isolati dai campioni. (Abadiesal., 2006).
Una contaminazione d&. coli e molto rara e difficile da individuare: nessuno
degli E. coliisolati ha dimostrato avere i geni patogeni peoho e nessuno dei

campioni e risultato positivo p&almonella/Abadiaset al.,2006).
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CAPITOLO 2 - METODI DI SANITIZZAZIONE DEI
PRODOTTI ORTOFRUTTICOLI

La sanificazione e una procedura che ha per ogdattprogettazione, lo
sviluppo, I'implementazione, il mantenimento, ipnistino e/o il miglioramento
delle condizioni igienico-sanitarie. In particolasé occupa delle operazioni
necessarie per mantenere pulito e salubre I'andiemtcui si producono,
lavorano, preparano e conservano alimenti. Tuttalaa sanificazione non
concerne solo la pulizia: se compiuta in modo appato, pud migliorare le
condizioni igieniche e la qualitd estetica di emercommerciali, strutture
pubbliche ed abitazioni; pud anche migliorare loakmmento dei rifiuti,
contribuendo alla riduzione dellinquinamento ethalifesa dell’ambiente dal
punto di vista ecologico.

Se correttamente applicate, le operazioni di saagfone hanno quindi un effetto
benefico sul nostro ambiente. La sanificazione @sicterata una scienza
applicata in quanto permettendo un controllo dshi microbiologici, chimici e
fisici all'interno degli ambienti in cui vengonaattati alimenti, svolge un ruolo
importante nella tutela della salute umana e rggistione di fattori ambientali
che la influenzano (Marriott al, 2008).

Come risposta alle sempre piu crescenti richiestgalte dei consumatori di
ridurre od eliminare gli additivi di sintesi chinaic numerosi sforzi sono stati
condotti per trovare alternative naturali per prese la crescita di batteri e
funghi nei prodotti alimentari minimamente proceisdaiversi composti naturali
con capacita antimicrobica come fenoli, chitosadeidi ed acidi organici sono
stati testati per dimostrare I'efficacia di quéstitamenti antimicrobici alternativi
(Lanciotti et al., 2004). A tale proposito sono stati studiati divezsmposti
naturali come oli essenziali di coriandolo, mengnillina, prezzemolo e buccia
di agrumi, oltre a composti carbonilici, o isotiacati ottenuti da diverse
Brassicaceae(Gonzalez-Aguilaret al, 2010). | limiti principali per il loro

utilizzo sono dovuti a forti odori ed al gusto ghessono conferire al prodotto.
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Anche I'uso di antimicrobici alternativi, utilizaaton procedure di immersione, e
I'impiego di rivestimenti edibili sono risultati ilitnell’estendere la shelf-life di
frutta fresca tagliata. Buoni risultati sono statitenuti anche attraverso
I'applicazione di confezionamento in atmosfera ricalia (MAP) e metodi fisici
come la luce ultravioletta (UV), trattamenti termedl irraggiamento (Abadiast
al., 2011).

La composizione e le proprieta chimico-fisiche aalateria prima condizionano
il carico microbiologico dei prodotti finali ed irattamenti applicati sono
fondamentali non solo per la riduzione di tale @arima devono anche prevenire

la perdita dgualita durante la conservazione.

Diversi composti chimici sono stati utilizzati pgdurre le popolazioni batteriche
sulla frutta e risultano ancora essere i trattanuatutilizzati. In particolare, le
sostanze chimiche a base di cloro, quali cloroidiguipoclorito e biossido di
cloro, sono solitamente utilizzati a livelli di 2DOppm di cloro libero e con
tempi di contatto con il prodotto inferiori a 5 rath | trattamenti con acqua
clorata vengono utilizzati per decontaminare i ptodreschi, ma in alcuni paesi
europei, tra cui Germania, Paesi Bassi, SvizzeBalgio, il loro uso e vietato,
per via della loro potenziale tossicita (Olmet al. 2009). Infatti, il cloro
reagendo con la materia organica naturale formasd#éoprodotti alogenati
cancerogeni (Gilet al, 2009). | conservanti alimentari chimici sonoglire,
responsabili di occasionali reazioni allergichsaggetti sensibili.

Recenti studi hanno anche dimostrato che quest®nraas chimiche sono in
grado di rimuovere completamente o di inattivarmaicrorganismi presenti nei
prodotti freschi.

Recentemente sono stati eseguiti diversi studi loorscopo di sostituire |l
lavaggio con acqua clorata con altri metodi men@sivi. Anino et al. (2006)
hanno suggerito come metodo per ridurre le popafaznicrobiche e prolungare
la shelf-life di frutta lavaggi con acqua e lattatiocalcio. Sono state studiate
anche le proprieta antibatteriche del propionatoaditio, in quanto € in grado di
disaccoppiare i processi microbici di trasportdradtamenti per immersione in
acquaossigenta (bD,) (Ricoet al.,2007).
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Recentemente sono stati ottenuti risultati moltosipo sul'utilizzo di
antimicrobici naturali per il lavaggio di vegetdlina buona prova e fornita dallo
studio di Roller e Seedhar (2002) che hanno evidemzome il carvacrolo e
I'acido cinnamico possano ritardare il deterioraimemicrobico di prodotti
minimamente processati a base di melone e kiwuttifsono stati pelati, tagliati
a spicchi e successivamente immersi per 1 minusolueioni contenenti 1, 5, 10
0 15 mM di carvacrolo o 1 mM di acido cinnamicoinynersione del kiwi in
soluzioni contenenti concentrazioni di carvacral®d-d5 mM ha portato adna
riduzione della carica microbica totale da 6.6 axondi 2 log UFC/g dopo 21
giorni di conservazione a 4° C. Anche il trattansembn 1 mM di acido
cinnamico ha ridotto la conta su entrambi i pradestendendone notevolmente
la conservazione.

Raybaudi-Massiliaet al. (2007) hanno valutato I'estensione detlaelf-life di
mele di IV gamma a due stadi di maturazione (phraate mature e mature)
impiegando sostanze naturali: questo studio ha stiiaitw una riduzione del tasso
di crescita ed un aumento della fase di latenzabdteri mesofili e psicrofili,
lieviti e muffe, e ha portato ad una estensionétdidel prodotto di 13 giorni.

Un approccio interessante e piu recente e stafmopto da D'Amatet al (2010)
che hanno esaminato l'attivita di alcuni compoaturali per prolungare la vita
commerciale di macedonie conservate a 4, 8 e 121 @articolare si e studiato
I'effetto del chitosano, di miele e succo di anaadizzata come soluzione di
riempimento) sulla crescita di batteri mesofiliigostrofi, lattici e lieviti. Il miele
ha mostrato il massimo effetto antibatterico suitdva mesofili e psicrotrofi.
L'attivita antimicrobica del chitosano ha avutoedfd sulla crescita di tutti i
gruppi microbici considerati, in particolare, in nchzioni di conservazione
refrigerate.

Tra i numerosi approcci “naturali”, sono stati poep, per ridurre la popolazione
microbica, I'acido citrico ed ascorbico. L'azionatimicrobica di tali acidi é
dovuta alla riduzione del pH dell'ambiente, al@muzione del trasporto di
membrana e/o la permeabilita, 'accumulo di ani@d, alla riduzione del pH

intracellulare dovuto alla dissociazione degli imhtbgeno dall’acido.
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2.1 Metodi tradizionali per la sanificazione deiqulotti ortofrutticoli

Negli stabilimenti di produzione e/o trasformaziale? prodotti ortofrutticoli, un
programma di sanificazione efficace richiede lesste componenti di base
necessarie nelle altre aziende alimentari: detérgewnlisinfettanti appropriati,
procedure di pulizia efficaci ed una corretta gesti del programma di
sanificazione. L’obiettivo ultimo €& garantire pratioigienicamente sicuri e
salubri.

Per un’efficace conservazione della frutta e dedledura € essenziale prevenire
non solo la contaminazione da parte di microorganidegradativi e patogeni
durante la produzione, ma anche la loro prolifenaginelle successive fasi di
lavorazione, stoccaggio e distribuzione. E impdgarcordare che le materie
prime rappresentano una possibile fonte di micraoigmi degradativi e

contribuiscono al pool microbico presente all’'im@dello stabilimento.

In linea generale, per scegliere il disinfettantémico piu appropriato per una
specifica applicazione, occorre conoscere e conderenle caratteristiche di
ciascun prodotto. Poiché i disinfettanti chimicisp@dono mediamente una
scarsa capacita di penetrazione, i microorganisesemti in fessure, interstizi,
nicchie e depositi di sporco inorganico possono nessere distrutti
completamente.

L’efficacia dei disinfettanti chimici e influenzatia diversi fattori:

Tempo di esposizionein generale la morte della popolazione microlsegue
un modello logaritmico; cio significa che il 90%lldepopolazione residua verra
eliminato nella successiva unita di tempo, lasaasolo I'1% della popolazione
originaria. 1l tempo necessario affinché un diditaiete svolga la propria azione
dipende dalla carica microbica e dai diversi livell sensibilita al disinfettante
della popolazione di cellule, a seconda dell’etladformazione di spore e altri
fattori fisiologici.

Temperatura: sia il tasso di crescita dei microorganismi, gioro tasso di
mortalita dovuto all’applicazione di un prodottoiroico, aumentano con la
temperatura. In genere, una temperatura piu elevatace la tensione
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superficiale e la viscosita, aumenta il pH e detearaltri cambiamenti che
possono favorire l'azione battericida. Allaumertadella temperatura, i
disinfettanti chimici diventano piu aggressivi nebnfronti delle membrane
cellulari; generalmente I'azione battericida e éargnte superiore alla velocita di
crescita dei batteri, quindi I'effetto complessigdioun aumento di temperatura é
I'incremento del grado di distruzione dei microargmi.

Concentrazione una maggiore concentrazione del disinfettanteeauianil grado
di distruzione dei microorganismi.

pH: lattivita di composti antimicrobici che si pregano in forme chimiche
diverse all'interno di un determinato intervallo @il pud essere notevolmente
influenzata da variazioni anche relativamente mieddsl pH del mezzo in cui si
trovano. Per esempio, il cloro ed i composti détidio perdono generalmente
efficacia allaumentare del pH.

Grado di pulizia: 'inadeguata pulizia della materia prima da aegtpuo ridurre
I'efficacia di un disinfettante. Gli ipocloriti ealtri composti del cloro, i composti
dello iodio e vari altri disinfettanti ossidanti §g8ono infatti reagire con i residui
di sporco di natura organica, rimasti su attrezezal substrati da sanificare,
riducendo la propria efficacia contro i microorgani.

Durezza dell’acqua lattivita dei disinfettati & influenzata dallaomposizione
dellacqua; in particolare la durezza puo inattivar diminuirne ['efficacia
tamponando il pH. | composti del’'ammonio quateimaono incompatibili con i
sali di calcio e magnesio e non dovrebbero esdéizati con acqua contenente
concentrazioni di calcio dell’'ordine di a 200 ppsenza I'impegno di un agente
sequestrante o chelante; quanto maggiore € lazhudedl’acqua, tanto € minore
I'efficacia di questi disinfettanti.

Popolazione microbica i disinfettanti non possiedono tutti la stesdacatia nei
confronti di ogni tipo di microorganismo. Le spdoatteriche sono piu resistenti
delle forme vegetative, ed i batteri che si trovationterno di un biofilm sono
piu resistenti in quelli in sospensione. Poichéliginfettante € in grado soltanto
di ridurre la carica microbica, quanto piu elevaoil numero iniziale dei
microorganismi, tanto maggiore sara il numero dgpravvissuti. Livelli di

contaminazione molto elevati possono prevaleréaziine dei disinfettanti.
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Adesione batterica € dimostrato che I'adesione di alcuni batteré auperfici
solide determina un aumento della loro resistenziaconfronti di composti
sanitizzanti come il cloro (Le Chevaliet al, 1988). Anche fattori limitanti,
quali la carenza di nutrienti, determinano il meahes effetto e, sommandosi
all'adesione, causano un’ulteriore aumento delfastenza al cloro (Marriogt
al., 2008).

| fattori sopra elencati sono per la maggior paxerelati tra loro; percio € in
genere possibile compensarne uno modificandonelttm &er esempio, se si
prepara la soluzione di disinfettante con acquddie e possibile aumentare la
concentrazione od il tempo di contatto affinchéficacia risulti analoga a quella
ottenibile con una soluzione preparata con acquidacausando una

concentrazione minore od un tempo di contatto pawd

Caratteristiche fondamentali di un disinfettante
Il disinfettante ideale dovrebbe avere le segumarttteristiche:

- Ampio spettro d’'azione con uguale efficacia coiirdorme vegetative e
batteriche, lieviti e muffe; capacita di distruggerapidamente i
microorganismi;

- Buona resistenza ambientale (mantenimento detfagfa in presenza di
materiale organico, residui di sapone ed altri deteti, acqua dura e
variazioni del pH);

- Buone proprieta detergenti;

- Assenza di tossicita e di azione irritante;

- Completa solubilita in acqua,;

- Assenza od accettabilita di odore;

- Stabilita (sia concentrato sia diluito);

- Facilita di utilizzo;

- Facile disponibilita;

- Economicitd;

- Facilita di dosaggio.
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Tabella 7: Effetto battericida di alcuni disinfettati

batteri Gram | batteri Gram . : . . rapidita :
Gruppo s o micobatteri | funghi | virus - commenti
positivi negativi d'azione
alcol et s e s s immediata Amv_ng cm_male a concentrazioni di 60-90%. Nessuna
attivita residua
[ idi % . Lo . .
ilg.'ixgglu';asg o @ et -+ + + ot intermedia | Attivita residua.Reazione allergica rara
composti iodati intermedia Induce bruciature cutanee Troppo irritante per essere
P A A A * AR usato per ligiene delle mani
iodofori e e . - - intermedia Meno iitante rispetto ai composti iodati Tolleranza
variabile.
denvati fenolici e+ + + + + intermedia | Aftivita neutralizzata dai surfattanti non 1anici
Tnclosan e+ ++ + e+ intermedia | Accettabilita vanabile
ammoni quatemari . o . Usati unicamente in combinazione con un derivato
alcolico.Impatto ambientale

http://mwww.swissnoso.ch/fr/bulletin/articles/artieligiene-delle-mani-nuove-

raccomandazioni

Un disinfettante chimico standard non puo essefieaek per ogni tipo di

esigenza. Per essere classificato come disinfettamt prodotto chimico deve

superare il Chambers test (Chambers, 1956), secongoale i disinfettanti

devono distruggere il 99.999% di una popolazionerafiica variabile da 75 a

125 milioni di E. coli e S. aureusentro 30 secondi dell'applicazione, a una

temperatura di 20°C. | disinfettanti chimici vengogeneralmente suddivisi a

seconda del principio attivo.

Tabella 8: Punto critico di disinfezione

PUNTO CRITICO DI DISINFEZIONE

minima concentrazione di disinfettante (ppm) per inattivare 100.000 microrganismi/ml

Punto critico | Punto critico | Punto critico | Punto critico
Tempo di di di di
DISINFETTANTE di e e . ..
contatto dISH‘lIE‘-ZIOHE‘ dlsmte_zmne disinfezione d1511ﬁezmne
a4°C a20°C a37°C a60°C
Cloroattivo 20 w66 | 48 _instabile
Cloroattivo 30 50 50 25 instabile
Iodotori 10 _110 40 40 | instabile
Iodofori 30 40 40 20 instabile
Biguanidi 10 12000 ) 06500 | 0250 o 150
Biguanidi 30 7500 2000 225 50

http://www.ausl.mo.it/dsp/flex/cm/pages/ServeAttaednt.php/L/IT/D/D.1cc6620337a
43d4aa09c/P/BLOB%3AID%3D4/E/pdf
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2.1.1 Composti del cloro
Il cloro liquido, gli ipocloriti, le cloro amminerganiche ed inorganiche ed il
biossido di cloro sono tutti impiegati come disitd@ti e mostrano un’azione
antimicrobica variabile. 1l cloro gassoso puo essmrsufflato lentamente in
acqua per ottenere l'acido ipocloroso (HCIO), chessiede proprieta
antimicrobiche. Il cloro liquido € una soluzionegaosa di ipoclorito di sodio
(NaClO).
A parita di concentrazione, I'efficacia disinfettandell’acido ipocloroso € 80
volte superiore a quella dell’ipoclorito. La quaatidi HCIO che si forma a
partire dall’ipoclorito di sodio quando disciolta acqua dipende dal pH della
soluzione: valori di pH pit bassi incrementanodenfazione di HCIO e rendono
il sanitizzante piu efficace, ma la soluzione figuheno stabile; quando il valore
del pH scende al di sotto di 4.0, si formano quardrescenti di cloro gassoso,
tossico e corrosivo. A valori di pH elevati, lasdbne € piu stabile, ma meno
efficace (Anon, 2003).
L’acido ipocloroso che si forma dai detergenti @ddi cloro uccide le cellule
microbiche inibendo I'ossidazione del glucosio naatie ossidazione dei gruppi
solfidrici di alcuni enzimi essenziali per il metdismo dei carboidrati. Si ritiene
che il punto chiave di questa azione sia rappraserdall’aldolasi per il suo
ruolo fondamentale nel metabolismo.
Le altre modalita ipotizzate per I'azione del cleano:

- Blocco della sintesi proteica,;

- Decarbossilazione ossidativa degli aminoacidi trithed aldeidi;

- Reazioni con acidi nucleici, purine e pirimidine;

- Alterazione del metabolismo dovuto alla distruzidginenzimi chiave;

- Danni al DNA, con perdita della capacita di trasfarzione;

- Inibizione del consumo di ossigeno e della foséaibne ossidativa,

associata alla perdita di alcune macromolecole;

- Formazione di derivati tossici (N-cloro) della cioa.
Le cellule vegetative assorbono il cloro libero man quello combinato. La
formazione delle clorammine all'interno del protagrina cellulare non provoca

\

inizialmente alcuna distruzione. Alcuni studi, &, in cui il cloro e stato
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marcato con*?P hanno suggerito che all'interno delle cellule vairifica
un’alterazione distruttiva della permeabilita dellmnembrana cellulare
impedendole quindi un corretto trasporto di nutridall’esterno.

E noto che i composti che rilasciano cloro sonogimado di stimolare la
germinazione delle spore e, successivamente, tlivaue le spore germinate.

| disinfettanti granulari a base di cloro sono ttagt principalmente da sali di un
composto organico in grado di rilasciare ioni. itldroisocianurato € un carrier
del cloro altamente stabile e rapidamente solululee in soluzione acquosa
rilascia uno dei due ioni cloruro formando NaClQi &enti tampone, che nella
formulazione di questi prodotti sono miscelati docarrier di cloro, controllano
il tasso di attivita antimicrobica, la corrosiviga la stabilita delle soluzioni
disinfettanti, ottimizzandone il pH.

Quando il cloro liquido e gli ipocloriti vengono itirall’acqua, questi composti si
idrolizzano formando acido ipocloroso, che si dissoformando uno ione
idrogeno (H) ed uno ione ipoclorito (CI® Quando il sodio si combina con

I'ipoclorito per formare l'ipoclorito di sodio, sierificano le seguenti reazioni:

Cl, + HHO — HCIO + H CI
NaCIO + HO — NaOH + HCIO
HCIO < H" + CIO

A bassi valori di pH l'efficacia antimicrobica deomposti del cloro aumenta,
poiche predomina la presenza di acido ipoclorosiainentare del pH, diventa
predominante lo ione ipoclorito, che non ha la sesfficacia battericida. Un
altro composto del cloro, il biossido di cloro, nen idrolizza in soluzioni
acquose; pertanto la sua azione sembra riconde@ld molecola associata.

Il cloro e un efficace disinfettante delle superfio acciaio inox lucidato
meccanicamente, in acciaio inox non satinato ldoiddettronicamente ed in
policarbonato, sulle quali riduce la carica micoeba meno di 1 LogUFC/cn
risulta invece meno efficace sulle superfici in iaGx inox satinato lucidato
elettronicamente ed in resina minerale, dove laofagone residua € superiore a
1 Log UFC/cm (Franket al.,1997).
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Gli ipocloriti, in particolare quelli di calcio ei dodio, oltre ad essere i composti
del cloro piu attivi, sono anche i piu utilizza@uesti disinfettanti sono in grado
di inattivare le cellule microbiche sospese netieiaoni acquose con un tempo
di contatto che varia da 1.5 a 100 secondi cira. IR maggior parte dei
microorganismi, occorrono meno di 10 secondi g&nere una riduzione del
90% della popolazione, con livelli relativamentesiadi cloro libero disponibile.
Le spore batteriche sono piu resistenti agli ipotlaispetto alle cellule
vegetative ed il tempo necessario per otteneregidnaione del 90% della carica
microbica puo variare da circa 7 secondi fino a piu 20 minuti. La
concentrazione di cloro libero disponibile necessaer inattivare le spore
batteriche € da 1 a 1000 volte superiore (1000 poonfronto a circa 0.6 — 13
ppm) a quella occorrente per le cellule vegetative.spore diClostridium
spp.sono meno resistenti al cloro rispetto alleespBacillus spp.. Questi dati
suggeriscono che nella sanificazione, quando lacemnazione di acido
ipocloroso e bassa ed il tempo di contatto e brgiveffetti sulle spore batteriche

sono limitati (Marriotet al.,2008).

Gli ipocloriti di calcio e di sodio ed alcuni pratioa base di fosfato trisodico
clorurato possono essere impiegati come disinfeettimpo la detersione.

Come gia riportato, I'acido ipocloroso indissociadopresente alla massima
concentrazione quando il pH & intorno a 4.0 e diiste rapidamente al crescere
del pH; per valori di pH superiori a 5.0 lipocltri (CIO) aumenta. Inoltre,
quando il pH é inferiore a 4.0 aumenta lo svilughaloro gassoso (§), che
rappresenta un problema per la sicurezza. Poicloéi vt pH superiori a 6.5 si
formano notevoli quantita di acido ipocloroso, lginfezione viene di norma

eseguita con soluzioni a pH compreso tra 6.5 e 7.0.

Il tempo di reazione dei disinfettanti a base direldipende dalla temperatura.
Fino a 52°C, la velocita di reazione raddoppia gdi aumento di 10°C. Benché
gli ipocloriti siano relativamente stabili, la sbllta del CL diminuisce

rapidamente sopra i 50°C.
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L’efficacia di una soluzione tamponata di ipoclordi sodio nel controllo della
contaminazione batterica e stata dimostrata da Pai. (1991), che hanno
evidenziato come questa soluzione disinfettanteefiaace nella riduzione di
Salmonella La loro ricerca non rilevo effetti indesideratilla funzionalita delle
proteine, sull'ossidazione dei lipidi, né sulla dedpzione degli amidi dopo
esposizione degli alimenti alla soluzione disir#gpte; tale soluzione, inoltre, non
lascia film ed e priva di attivita residua.

Le soluzioni di cloro attivo svolgono un’azione idiettante molto efficace in
soluzioni debolmente acide. Sembra che il meccamisinazione di questi
composti sia basato sulla denaturazione delle ipete sull'inattivazione degli
enzimi. | disinfettanti a base di cloro sono efticeontro i batteri Gram-positivi
e Gram-negativi e, in determinate condizioni, ancbetro virus e altre spore;
inoltre sono attivi anche a basse temperature.ldiocdisponibile derivato
dall'ipoclorito e da altri composti che liberanm® pud reagire con le sostanze
organiche residue, risultandone inattivato; € wedta possibile ottenere
ugualmente un effetto disinfettante, usando i voluen le concentrazioni
raccomandati. Occorre impiegare esclusivamente ziolu preparate al
momento; le soluzioni rimaste inutilizzate o palrn@nte usate non vanno
conservate, in quanto perdono forza ed efficacidaesopo. Per verificare che la
concentrazione di cloro attivo impiegata sia coaret possibile misurarla tramite
titolazione con tiosolfato di sodio (Marks al.,1991).

Per quanto concerne le clorammine inorganiche cclograano dalla reazione del
cloro con ammine, immine e immide, e dimostrato Gheltano attive dopo un
tempo di trattamento piu lungo rispetto agli ipaitianei confronti delle spore
batteriche e delle cellule vegetative. L’effetttale piu lento della clorammina T
sembra attribuibile ad un rilascio di cloro piu dwale rispetto agli ipocloriti.
D’altra parte in bibliografia € riportato che aleunlorammine hanno efficacia
pari 0 superiore a quella degli ipocloriti nellig#tizione dei microorganismi
(Marriot et al., 2008); infatti, sebbene rilascino cloro lentameate abbiano
quindi un tasso di letalita minore, proprio la tidoattivita del cloro ne consente
una maggior penetrazione nella materia organida @uo risultare vantaggioso

nell'impiego contro i biofilm (Eiferet al.,2002).
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Per quanto riguarda il dicloroisocianurato di sodimesto composto € piu
efficace rispetto all'ipoclorito di sodio conti. coli, S. aureuse altri batteri
(Bloomfield et al.,1979).

Gli effetti antimicrobici del biossido di cloro (O}) sono meno noti rispetto a
quelli degli altri composti del cloro; tuttaviairiteresse nei confronti di questa
molecola &€ aumentato. Le nuove formulazioni chimidhquesto composto
consentono di impiegare il prodotto gia prontolpeso, senza doverlo preparare
sul posto; per tale motivo, viene sempre piu Wéip nell'industria alimentare. |l
biossido di cloro ha un potere ossidante 2.5 \&lfgeriore a quello del cloro. La
sua efficacia e inferiore a quella del cloro a pbl, na nettamente superiore a
pH 8.5; rispetto agli ipocloriti, il biossido diario sembra quindi essere meno
influenzato degli ambienti alcalini e dalla presedz sostanze organiche, cio che
lo rende particolarmente adatto al trattamenteedstque reflue (Marriadt al.,
2008).

Composti del cloro: vantaggi e svantaggi
Rispetto ad altri disinfettanti, i composti del@gresentano i seguenti vantaggi:
- Sono efficaci contro un ampio spettro di battemghi e virus;
- Comprendono composti ad azione rapida che super&@itambers Test
ad una concentrazione di 50 ppm nell'arco dei 303éi previsti;
- Sono i disinfettanti piu economici (se si utilizeanlisinfettanti poco
costosi);
- Non richiedono il successivo risciacquo dell’ath&zira (negli Stati
Uniti) se si utilizzano concentrazioni non supdr&ar200 ppm;
- Sono disponibili in forma liquida e granulare;
- La loro azione non viene influenzata dalla durededl’acqua (salvo
connesse variazioni connesse al pH;
- Concentrazioni elevate di cloro possono ammorbitereguarnizioni e
rimuovere il carbonio nei componenti in gomma datkeezzature;
- Sono meno corrosivi del cloro.

Tuttavia presentano anche i seguenti svantaggi:
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- Sono instabili e si alterano piuttosto rapidamerttiecalore o se vengono
contaminati con sostanze organiche;

- Laloro efficacia diminuisce alllaumentare del pelld soluzioni;

- Hanno un effetto corrosivo sull’acciaio inox e sui anetalli;

- Si deteriorano durante lo stoccaggio se espostilatle od a temperature
superiori a 60°C;

- Le soluzioni a basso pH possono dare origine aoctassoso (G,
tossico e corrosivo;

- In forma liquida e concentrata possono esplodere;

-l cloro € irritante per la pelle e le mucose;

- Hanno un impatto ambientale da non sottovalutarecaasa della
formazione di sottoprodotto organo-clorurati pelosg infatti da
numerose ricerche e risultato che il cloro reagEme sostanze organiche
presenti in natura, (gli acidi umici) dando luogocomposti come i
trialometani, ritenuti cancerogeni.

II CIO, viene usato nelle operazioni di sanificazione @hpiegano schiuma
(Meinhold 1991). Questo disinfettante viene pradatbmbinando sali di cloro e
cloro oppure ipoclorito e acido. Puo essere pradatia schiuma biodegradabile
contenente da 1 a 5 ppm di GJ@he risulta efficace con un tempo di contatto
piu breve di quello richiesto per i composti di aomo quaternario o per gli
ipocloriti. 1l biossido di cloro e efficace contran ampio spettro di
microorganismi, compresi batteri (anche sporigemiyirus. Grazie alle sue
proprieta ossidanti, I'attivita residua inibiscgyrsficativamente la ripresa della
crescita microbica. Il biossido di cloro presenitzetsi vantaggi poiché mantiene
inalterata la sua efficacia in un ampio intervadiopH ed é piu resistente del
cloro all'inattivazione da parte delle sostanzeaoighe. Inoltre risulta meno
corrosivo rispetto ad alti disinfettanti a baseldro grazie al fatto che e efficace
anche a basse concentrazioni; ed in fine comparta rainore produzione di
composti organici clorurati indesiderati. D’altrarfe i principali svantaggi sono
rappresentati dal costo, dalla difficolta di utlig dalla sensibilita alla luce ed

alla temperatura oltre ai rischi connessi allargzpa ed alla tossicita.
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2.2 Metodi innovativi per la sanificazione dei piotti ortofrutticoli

Le soluzioni al cloro rimangono tuttora le piu eéci, economiche e semplici da
usare per la disinfezione in campo alimentare.aWd{ I'associazione di cloro
alla possibile formazione di composti clorati cawgeni nellacqua e le
restrizioni giuridiche riguardanti l'uso di clora campo alimentare ha stimolato
la ricerca di metodi differenti alternativi per teecontaminazione di ortaggi
freschi e frutta tagliata. Di conseguenza si sailogpati e messi a punto diversi
approcci innovativi come ['utilizzo di acidi orgamied acqua elettrolizzata,
oppure altre tecniche innovative come irraggiamentozono, l'atmosfera
modificata, etc. (Ramaoet al, 2013; Riccet al.,2007).

2.2.1 1l gas plasma

Il gas plasma e considerato il quarto stadio detlateria, esso € un gas
parzialmente ionizzato al quale é stata fornitargaiage sotto forma di scariche
elettriche. Una parte degli atomi

che formano il gas plasma presenta una caricaieteindividuale positiva o
negativa, attribuibile rispettivamente alla cessionall’acquisto di elettroni. Dal
punto di vista statico, il plasma e neutro, perehéariche positive e negative si
compensano. | primi tre stati della materia soragpssivamente solido, liquido,

e gas (Figura 9).

liquid gaseous plasma
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Figura 9: Stati della materia
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Procedendo dallo stato solido fino allo stato gessdo stato di plasma
costituisce un’ulteriore avanzamento dello statergetico all'interno della
materia. Nello stato gassoso le interazioni fraimgole particelle possono essere
rappresentate dall’effetto di urti reciproci e casura i singoli atomi, ma nel
caso dello stato di plasma le interazioni fra Igtipalle sono ancora piu a lungo
raggio, ed un eventuale contatto od “urto” fra dse € ancora piu raro. Nel
plasma ogni particella carica elettricamente euarizata da altre particelle di
carica uguale o di carica opposta. Il plasma sipmta dunque come un fluido
unitario elettricamente neutro. Nel momento inleuionizzazione dei gas causa
la creazione di elettroni liberi e di ioni posititha gli atomi, il gas diventa
elettricamente conduttivo con la capacita di traspe corrente (Scholtat al.,
2015).

| generatori di gas plasma artificiali vengono getreente divisi in due categorie
basandosi sulle temperature che si raggiungongrmpeurlo: gas plasma termico
e non termico.

Negli ultimi dieci anni gli investimenti maggiorehcampo del gas plasma hanno
riguardato quello non termico a pressione atmasderuna delle ragioni e
correlata alla vastita di applicazioni industriag alla facilita di variare alcuni
fattori:

- il gas di lavoro: la natura del gas (ad esempipNp, aria, H, alogeni, NO,
H,0O,H,0,, CO,, SO, Sk, aldeidi, acidi organici, ...) o della miscela gks
definisce le diverse specie chimiche che si gemerah plasma come elettroni,
atomi, molecole, ioni e radicali;

- la pressione: da 0.1 Pa alla pressione atmoaferic

- la struttura del campo elettromagnetico e lafseguenza;

- la configurazione ed il volume della scaricagaémpio con o senza elettrodi;

- il comportamento temporale, per esempio il plapuoiaato.

Sulla base della modulazione di questi parametitidmnensionali, il plasma
atmosferico puo essere classificato in correntdimea (DC) a bassa frequenza,
radiofrequenza e scariche a microonde .

Generalmente quando il gas viene sottoposto a cH#eltdone a pressione

atmosferica, ritorna lentamente al suo stato foreddate a meno che il voltaggio
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non sia estremamente alto. Questo é legato al mudneollisioni tra le molecole
di gas. Per lavorare sulla superficie, il numeracdliisioni deve essere infatti
limitato. Tuttavia, se la pressione é troppo bagsmolecole sono troppo lontane
per sostenere il plasma.

Una volta che il plasma é stato creato, viene massmtatto con la superficie da
testare. In questa fase si hanno due fenomeni mpebzione. Il primo e
I'erosione fisica: gli ioni sono spinti verso lapauficie e ne rompono i legami
deboli. Gas inerti come argon ed elio non reagiscoon la superficie: essi
semplicemente staccano la materia come ossiddudniaio. L’altro fenomeno é
la reazione chimica in cui ioni e radicali reagisgcocon i materiali sulla
superficie. Per esempio l'ossigeno reagisce corcaitbonio contenuto su
materiale organico per formare monossido di caderdiossido di carbonio.

In campo tecnologico vi sono molti utilizzi del ptaa. E risultato efficace anche
nella decontaminazione in campo biomedico per l|@ox@minazione di
materiale termosensibile (Sauttetr al, 2011). A tal proposito I'avvento negli
ultimi vent'anni di una serie di metodi per creg@a&s plasma senza I'aumento
della temperatura, a condizioni ambientali, préfatisottovuoto (Eliassoet al.,
1991) ha offerto un nuovo potenziale metodo pereimentare la sicurezza
microbiologica di molti prodotti. Questi plasmi sboomunque altamente potenti
poiche includono particelle cariche, specie reattivetastabili, radicali liberi, e
fotoni UV, tutti in grado di generare energia aeM) in grado di rompere legami
molecolari e sono letali quindi anche per i miceorigmi (Hermanret al. 1999;
Montie et al, 2000; Larousset al, 2004). Inoltre, la combinazione di plasma ad
alta energia con trattamenti non termici rendesi glasma particolarmente adatti
alla decontaminazione in ambienti sanitari e diftemazione degli alimenti. Per
guesto motivo nell’ultimo decennio si € visto unewwmle incremento del numero
di studi scientifici su questa tecnica per I’ inakzione di vari microrganismi a
differenti condizioni (Pointwet al., 2005; Vleugelst al., 2005; Yuet al, 2005).
Nonostante le sempre piu numerose evidenze chaaattel’efficacia di plasma
atmosferico per l'inattivazione microbica, si cooespoco relativamente alle
specie chimiche responsabili o di riferimento. bfab di ossigeno, I'ossigeno

metastabile e le sue molecole, come anche i fdiidhie le particelle cariche,
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sono state piu volteonsiderate responsabili dell’effetto battericidal das
plasma (Pointet al, 2005). La situazione € comunque piu clicata perché Ic
stato fisiologico delle cellule in molti studi nan controllata o specificata.

conosce poco relativamente a come la densita asdluhcida sull’efficacia ¢
inattivazione anche se probabilmente questo é ttoréacruciale nel tratmento
delle superfici (Dengt al. 2005). Un recente studio (i al.,2006) ha valutat
alcuni dei fattori chiave che possono influenzaaechpacita del plasmdi
inattivare cellule dEscherichia col Per rivelare il danno alle cellule trattate ¢
plasma e stato utilizzato un metodo di lettura ttenmicrospia elettronica
spettroscopia ad emissione ottica per valutare tquiantemperatura influiss
Uno studio ulteriore ha valutato quanto il livettocrobico superficiale e lo sta
cellulare diE. coli ai differenti stadi di crescita incidessero sufiedcia del
plasma, utilizzando il metodo di inattivazione suwdello di Baranyi (Baranyet
al., 1996) per analizzare la cinetica di inattivaeoAnalizzando il grafico ¢
nota la cinetica dinattivazione di cellule in fase stazionaria, aurardo la
concentrazione superficiale d2.8-16 a 2.2-16' UFC/g. Aumentando |
concentrazione isha una diminuzione dell’efficacia di inattivazenA Zz-5
minuti di trattamentoisnotano differenze di intivazione di 7cicli logaritmici

tra la piu bassa e la piu alta concentrazioneats:
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Figura 10: Curva di sopravvivenza per E. coli dopo 24 h dcubazione a partire di
differenti densita cellulari inizial (Yu et al., 2006)
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2.2.2. Perossido di idrogeno

Il perossido di idrogeno € un agente antimicrolattamente efficace contro i
batteri, ma € meno attivo contro lieviti, funghvieus (Block, 1991). Il perossido
di idrogeno puo essere considerato come poteraii@mativa al cloro. Sebbene
la sua azione come sanitizzante sia ampiamentetatpp la FDA non ne
consente I'utilizzo ad ampio spettro come saratite per alimenti. Per contro,
'Environmental Protection Agency statunitense nensente l'impiego a
concentrazioni dell’'1% per il lavaggio di alcunpgbotti agricoli dopo la raccolta.
Numerosi studi hanno dimostrato l'efficacia delgssrdo di idrogeno diluito
come sanificante di prodotti freschi in quanto iradp di ridurre la carica
microbica di funghi (Sapers 2001; Sapet994), mele (Saperst al., 1999;
Sapers. 2002; Sapers 2000), meloni (Sapers 2001ku# al.,2001; Ukukuet
al., 2001; Ukukuet al., 2004), melanzane e peperone rosso dolce (F&9K)1
Sono stati posti a confronto i lavaggi con 200 gproloro attivo e lavaggi dall’'l
al 5 % di HO,, da cui e emersa la parita di effetto antimicrol(Sapert al.,
2003; Saperst al.,1999). Da ulteriori sperimentazioni applicate imdzioni di
agitazione vigorosa delle mele e temperatura dellazione sanitizzante di 50-
60°C, risulta una riduzione della carica microbgia3 cicli logaritmici, senza
causare un imbrunimento della buccia.

Trattamenti effettuati con perossido di idrogenncstuttavia risultati ininfluenti
durante il trattamento di germogli di soia (Fet02))

Inoltre e stato sperimentato un tipo di trattamealb® prevede I'utilizzo di
vapore prodotto da 4D, su prugne (Simmons, 1997), meloni (Aharoni, 19594)
uva (Forney, 1991), ma i tempi di esposizione gova sono molto superiori
all'utilizzo del perossido di idrogeno in forma Uigla. | trattamenti con vapore
sono risultati inefficaci sulle mele (Sapers, 200B)meccanismo che regola
'azione sanificante del perossido di idrogeno morancora chiaro. L'FDA
riconosce I'HO, come prodotto GRAS classificandolo come agentefisante
per frutta e verdura in concentrazioni pari o iitiera 59 ppm, una maggior
concentrazione e vietata per scongiurare il risadhe rimangano residui sui

vegetali. D’altra parte € da considerare ancheaitof che frutta e verdura
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contengono catalasi in grado di scomporre il pedossesiduo in acqua ed

ossigeno.

2.2.3 Fosfato trisodico ed altri agenti di lavaggabcalini

Il fosfato trisodico (TSP) é stato commercializzdgoRhodia come un risciacquo
antimicrobico per ridurre specificatamente la caroellulare di microrganismi
patogeni umani per le carni lavorate e pollame.

I TSP é classificato come GRAS dalla FDA (21CFR18Z8). L'attivita
antimicrobica del TSP probabilmente &€ dovuta al gHoelevato (pH 12) che
degrada la membrana citoplasmatica (Mendaeical., 1994; Sampathkumaat
al., 2003).

| lavaggi altamente alcalini effettuati con fosfatesodico (pH 11-12) hanno
determinato una riduzione di 3 cicli logaritmicilldepopolazione diE. coli
inoculato sulla superficie di arance (Real.,2000).

Soluzioni di TPS al 12-15% hanno dimostrato avera buona efficacia anche
nel ridurre la contaminazione microbica in pomodadeliberatamente
contaminati, ma non sono riuscite ad inattivare gletamente tale organismo,
probabilmente per linfiltrazione batterica (ZhuanR.Y. et al.1997). Sapers
(2000) ha riportato una riduzione di 2 log UFC/gcdppi non patogeni d.coli

in mele inoculate e lavate con TSP al 4%. Inol&lé1%, il lavaggio con TPS
riduce la popolazione dE. coli O157:H7 in fragole (Lukasik J2003.
Trattamenti sulla lattuga con TPS al 2% non soraii s#fficaci controL.
monocytogenegZhang et al., 1996). Il TPS e risultato molto efficace per
I'inattivazione di E. coli O157:H7 in biofilm ma meno efficace, sempre nei
biofilm, controS. Typhimuriune L. monocytogeng§Somerset al.;1994).

E stato studiato I'effetto battericida di altre tsoza alcaline, ad esempio,
un'immersione di 30 minuti in una soluzione al &%l calcio calcinato, un
altro prodotto altamente alcalino derivato da gasastriche (pH 10), ha ridotto
la popolazione batterica in cetrioli di circa 2 Iggshikiet al.,1995).

Uno studio recente condotto da Bari (2002) ha tgioruna riduzione superiore a
5 log su pomodori, che erano stati deliberatamirateulati in superficie coIk.
coli O157: H7, Salmonellae ceppi di L. monocytogenesa seguito di un

trattamento che prevedeva il lavaggio con una smhezdi calcio calcinato al
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0.5%. Questa elevata riduzione puo essere dovimieet periodo, 30 minuti, tra
I'inoculo ed il trattamento utilizzato. Sapers (2pta ottenuto una riduzione di
contaminazione di 3 log UFC/g su mele inoculate Eorcoli (ATCC 25922),
combinando un lavaggio con perossido di idrogenb%) ed una spazzolatura
del calice e dello stelo con pasta di calcio caliwn la riduzione della
popolazione microbica solo con lavaggio con pedussra stata inferiore a 2 log
UFC/g.

2.2.4 Acidi Organici

Gli acidi organici come acido lattico ed aceticmse@fficaci agenti antibatterici
(Foegeding et al., 1991) e sono stati classifimatne GRAS dalla Food and Drug
Administation (21CFR184.1005). Uno studio di @es{2001) ha ottenuto dei
risultati di abbattimento di alcuni patogeni qudh. coli O157:H7 L.
monocytogenes e Salmoneliacoraggianti spruzzando dell'acido lattico su
carcasse di animali macellati. | risciacqui condaciattico possono essere
utilizzati per la decontaminazione di frutta e v@dje E stato riportato che un
lavaggio con acido acetico al 5% riduce la popolazi microbica diE.coli
0O157:H7 di 3 log UFC/g in mele inoculate (Wrigh@0B). In un altro studio le
mele inoculate coik. coliO157:H7 sono state trattate con acido aceticd/al 5
durante un trattamento termico a 55°C per 25 mitgintre la popolazione .
coli é stata sufficientemente ridotta nella buccia loretelo, una carica di circa
3-4 log UFC/g e sopravvissuta nei tessuti del edlizelaquiset al.,2000). In un
altro studio piu recente, I'applicazione di acidmeiico al 2.4% su fette di mela
inoculate conS. Typhimuriumha determinato una riduzione di 1.4 log UFC/g
(Liao et al., 2003). Nello stesso lavoro, inoltre la combinaeiah acido acetico
al 5% con il perossido di idrogeno ha portato ad tiduzione di 4 log UFC/g.
Nonostante questi risultati molto positivi, non tate ancora chiarito se i
trattamenti con acidi organici possano determirsdceni effetti negativi sulla
qualita degli alimenti quali la produzione di of&fours e la decolorazione dei
prodotti.
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2.2.5 Ozono

L’'ozono una la forma dellossigeno contenente ttema di ossigeno che

formano un triangolo tra loro con un angolo di Bt@ra due atomi legati. Si

trova naturalmente nella nostra atmosfera, ma psgere anche prodotto

sinteticamente. L'ozono in forma liquida si trovald1.9° a 1 atm ed in forma

solida di colore blu-nero opaco a -192.7°C (Tab@)laA temperatura ambiente e

un gas instabile, parzialmente solubile in acquaedd piu forte disinfettante

correntemente presente per gli alimenti (Mahapetted, 2005).

Il suo potenziale elettrochimico indica che I'ozanan forte agente ossidante.
0,(g)+2H+26 — 0,(g) + KO {E=2.075V}

L'ozono viene creato esponendo l'aria, od un algj@s, ad un’alta fonte
energetica: i metodi piu utilizzati per creare czosono tramite scariche
elettriche, metodi elettrochimici e radiazioni U8l ultimi due metodi sono piu
economici in quanto consumano meno energia. Tramitesti metodi le
molecole di Qvengono convertite in molecole di 0zonag)O

La sua attivita antimicrobica si basa sul principi® quando una cellula & posta
sotto stress da un attacco virale, batterico oiftmg suo livello energetico é
ridotto da una fuoriuscita di elettroni e diventatiopositivo. L’'ozono ha una
piccola carica elettrica radicale nel terzo atomoodsigeno che cerca di
bilanciarsi tramite una carica opposta. Le celddaeneggiate, i virus, i batteri ed
altri patogeni trasportano tale carica e cosi gd@ftoao I'ozono. Le cellule in stato
normale non possono reagire con I'ozono dal momaie hanno cariche
bilanciate ed un potente sistema enzimatico. Grakisuo alto potenziale di
ossido-riduzione, lI'ozono reagisce come un fortesidate degli elementi
costitutivi cellulari prima di penetrare nei micganismi ed ossidare certi
componenti essenziali come acidi grassi insatardi aucleici, enzimi, proteine.
Quando un’ampia parte della membrana é distrutasando la fuoriuscita del
contenuto cellulare, le cellule batteriche o pratenlisano, portando ad una
graduale od immediata distruzione delle cellulssge Molti batteri di interesse
alimentare, tra cui anche alcuni patogeni, sonaetdtibili all’effetto ossidativo

dell'ozono. La sensibilita dei microrganismi allmm dipende dal metodo di
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applicazione ed alla specie microbica: la sensbid influenzata dallo stato
fisiologico delle colture, dal pH del sistema, datemperatura, dallumidita e
dalla presenza di additivi come acidi, zuccheremsioattivi (Kimet al., 2009).
La sensibilita dei microrganismi € riassunta nedlzella 10.

Attualmente I'ozono e generalmente riconosciuto earviene utilizzato negli
Stati Uniti come agente sanitizzante nei processnbottigliamento dell'acqua
(Food and Drug Administrazion, 1999). Nel giugn®79'ozono ha ricevuto lo
stato di GRAS come disinfettante per alimenti da gmuppo di esperti
indipendente, sponsorizzato dall’istituto di Ricemer energia elettrica (Electric
Power Research Institute). Nel 2001 la FDA ha aygtw|'uso del’'ozono come
agente sanitizzante per alimenti a diretto contatto essi (Hampson, 2001) e
recentemente e stato approvato dalla FDA come aeganimicrobico. Questo ha
incrementato l'uso di ozono nelle industrie agmoaintari dalle semplici
operazioni di lavaggio sino alla sterilizzazionepdddotti ittici. Oggi vi sono piu
di 3000 trattamenti basati sull'utilizzo dell'ozon@el mondo e piu di 300

trattamenti di potabilizzazione dell’acqua in Anear(Rice, 2000).

Tabella 9: Proprieta fisiche dell'ozono

Physical Properties of Ozone

Physical Properties Value
Boiling point, °C —111.9
Density, kg/m’ 2.14
Heat of formation. kl/mole 144.7
Melting point, "C —192.7
Molecular weight, g/mole 47.9982
Oxidation strength, V 2.075
Solubility in water, ppm (at 20°C) 3
Specific gravity 1.658

(O'Donnel et al., 2001)
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Tabella 10: Efficacia antimicrobica dell’ozono ui#zato nell’industria alimentare

Antimicrobial Spectrum and Sanitary Applications of Ozone in Food Industry

Sanitation Dosage Susceptible Microorganisms
Animal =100 ppm HVI/TME/Reo type 3/murine hepatitis virus
Black berries 0.3 ppm Botrytis cinerea
Cabbage 7-13 mg/m’ Shelf life extension
Carrot 5-15 mg/m? Shelf life extension
60 ul/L Botrvtis cinerea/Scerotinia sclerotiorum
Dairy 3 ppm Alcaligens faccalus/P. fluorescens
Fish 0.27 mg/L P putida/B. thermospacta/L. plantarum/
Shewanella putrefaciens/Enterobacter sp.
0.111 mg/L Enterococcus seriolicida
0.064 mg/L Pasteurella piscicida/Vibrio anguillarum
Media 3—18 ppm E. coli O15T:H7
Peppercorn 6.7 mg/L 3-6 log reduction of microbial load
Potatoes 20-25 mg/m’ Shelf life extension
Poultry 0.2-0.4 ppm Salmonella sp./Enterobacteriaceae
Shrimp 1.4 ml/L E. coli'Salmonella typhimurium
Water 0.35 mg/L A. Invdrophila/B. subtilis/E. coli/V. cholerae/

P aeruginosa/L. monocytogenes/
Salm. typhi/Staph. aureus/Y. enterocolitica

(O'Donnel et al., 2001)

Recenti studi hanno evidenziato che I'ozono ederiopsido di idrogeno hanno
effetto inferiore nella riduzione della contamir@m batterica in carne rispetto ali
metodi tradizionali. (Reagaat al., 1996.

Silva et al. (1998) hanno analizzato l'attivita antibatterical’dzono su cinque
specie microbiche che si ritrovano frequentememiepnodotti ittici, ed e stato
riportato che I'ozono a concentrazioni relativanegmasse (< 0.27 10 -3 g/l) € un
efficace battericida sulle cellule vegetative.

Nell’industria alimentare I'ozono e inoltre utiliato normalmente per il lavaggio
di frutta e verdura (Hampsomt al.,, 1996) prima del confezionamento.
Attualmente e il metodo sanitizzante piu efficacgpdnibile sul mercato per il
lavaggio di frutta e verdura, con un tasso di uooes batteria del 99.9%
(O'Donnellet al.,2008).
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Inoltre i produttori che raffreddano in post-rataolrutta e verdura utilizzando
acqua a circa 1°C possono inserire ozono nellacgea prevenire la
contaminazione dei prodotti, poiché i sistemi digasso per frutta e verdura che
incorporano una tecnologia di produzione di ozoaoosin grado di produrre
prodotti piu puliti e di utilizzare meno acqua, samesidui tossici. Infatti 'ozono
si esaurisce in pochi minuti dopo il lavaggio.

Recenti studi riguardanti I'uso di ozono in prodetcchi hanno dimostrato che é
in grado si ridurreéBacillus spp. eMicrococcusnei cereali, in piselli e in fagioli
fino a 3 log UFC/g, modulando la sua concentrazitméemperatura e I' umidita
relativa (Naitohet al.,, 1987.

2.2.6 Oli essenziali

Gli oli essenziali sono composti volatili, sinteiai dalle piante aromatiche come
metaboliti secondari, caratterizzati da un fortenza. Essi contengono 20-60
componenti in diverse concentrazioni. In partioelaono caratterizzati da due o
tre componenti maggiori (20-70%) ed altri minord Asempio carvacrolo (30%)
e timolo (27%) sono i principali componenti@riganum Compactuml linalolo
(68%) e il componente essenziale dellolio dioriandrum sativum.
Generalmente i componenti maggiori influenzanortgpeta degli oli essenziali
e questi possono essere suddivisi in due grupgifidirente origine biosintetica
(Picherskyet al, 2006). Il gruppo principale € composto da tergeterpenoidi,

e l'altro da composti aromatici ed alifatici, tutaratterizzati da un basso peso

molecolare (Figura 11).
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Figura 11: composti terpenici e aromatici costituegli oli essenziali (Bakkali et al.,
3006)

L’attivita antimicrobica degli oli delle piante hatto si che abbiano trovato
utilizzo in una serie di applicazioni nel settoemaceutico, come medicinali
alternativi e terapie naturali (Reynolds, 1996)i @i, ad esempio, sono stati
utilizzati per anni per guarire le infezioni alttrarespiratorio e lo sono tuttora. In
generale nelle ultime due decadi gli oli essenfi&D) ed i loro componenti sono
stati ampiamente studiati per le loro proprietaimaictobiche, antiossidanti e
antitumorali (Khanet al, 2014). La loro capacita antiossidante & una gelle

studiate poiché [l'ossidazione causa danni biologii varia entita e

conseguentemente varie patologie come tumori, morBarkinson, sindrome di
Alzheimer, diabete. Molte ricerche stanno studiar€opotenziali proprieta
antiossidanti degli EO per trovare nuovi antiossidadi origine naturale

(Patrignaniet al, 2015) da impiegarsi anche nel settore alimentare
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Numerose ricerche hanno provato che essi possosereesutili anche per
prolungare la shelf-life degli alimenti (Belletet al, 2008), ad esempio
attraverso il cosiddetto packaging attivo: tali ebno assorbiti dai materiali
d'imballaggio e possono essere rilasciati nelladfeca come agenti di
conservazione degli alimenti stessi. Il cosiddgtickaging attivo antimicrobico
si vuole estendere anche a prodotti vegetali perementare la sicurezza dei
consumatori e ridurre il rischio di contaminazioda muffe e batteri negli
alimenti (Khanet al.,2014). Tuttavia la maggior parte degli esperimepbrtati
in letteratura riguardano [lattivita antimicrobiagegli EO in vitro, mentre
I'applicazione degli EO in sistemi reali € tuttdiraitata su scala di laboratorio in
prodotti da forno, (Nielseet al., 2000), prodotti ittici (Kykkidouet al, 2008),
frutta e verdura minimamente processati (Lanciettial., 2004; Siroli et al,
2014, Siroliet al, 2015a; Sirolet al, 2015b; Siroliet al, 2015c).

Il loro meccanismo d’azione consiste nel fatto e@ssendo lipofilici, passano
attraverso le membrane citoplasmatiche, distruggone  strutture
polisaccaridiche, gli acidi grassi ed i fosfolipidi membrana. Nei batteri la
permeazione delle membrane é associata alla peliditai ed alla riduzione del
potenziale di membrana, il collasso della pompaagmica e I'esaurimento di
ATP (Turina et al, 2006). Gli oli essenziali possono coagulare tbmasma e
danneggiare i lipidi e proteine di membrana (Baa04). Il danno delle pareti
cellulari puo provocare la dispersione delle maoiaeole e la lisi cellulare
(Oussalatet al, 2006-2). Negli eucarioti gli oli essenziali poss portare alla
depolarizzazione delle membrane mitocondriali ttamil decremento del
potenziale di membrana, influenzando lo scambi€af* (Novgorodovet al,
1996-2) ed altri canali ionici e riduce il gradierdti pH, influenzando come per i
batteri, la pompa protonica.

Gli oli modificano la fluidita di membrana, che ditano normalmente
permeabili, portando ad una dispersione di radicaiocromi, ioni di calcio e
proteine. La permeazione delle membrane mitocoledtede le cellule e ne
causa la necrosi.

A discapito dell'attivitd antimicrobica contro i fggeni negli alimenti e muffe

mostrata dagli oli essenziali, (Oussakthal., 2007), la loro applicazione pratica
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puo essere limitata per il loro forte impatto seisde e per le modifiche
apportate sui prodotti alimentari (Gutierestzal. 2008).

Un’ampia letteratura mostra il potenziale antimipoo degli EO derivanti da
scorza di agrumi (Espinet al, 2011), in particolare il citrale (3,7-dimetil-2-7
ottadienale), aldeide monoterpenica aciclica insathe si trova nelle arance, nel
cedro e nella citronella. Gli oli essenziali dirale, a concentrazioni compatibili
con le caratteristiche sensoriali della frutta, csom grado di prolungare
sensibilmente la shelf-life degli alimenti (Belle&t al., 2008) e la stabilita di
bevande a base di frutta (Belletti al, 2007). Inoltre I'esanale ed il 2-esanale,
incrementano la sicurezza di alimenti vegetali mannente trattati (Lanciotét
al., 2004). Queste aldeidi hanno dimostrato un buotenziale antimicrobico
contro patogeni comBalmonellaspp, E. colie Pseudomonas aeruginogidubo

et al.,2001).

Tabella 11: Risultati di test effettuati per valut I'attivita antimicrobica di ol

essenziali in frutta e verdura minimamente trattata

Table 1, Overview of cases festing the antimicrobial activity of essential oils (EQ) or their components in minimally processed fruits and vegetables.
Food EO or component Concentration applied Microbial targets References
Fruts Kiwifruits Carvacrol 1 mM in dipping solution Natural microflom
Honeydew melon Carvacml and cinnamic acid 1 mM in dipping sclution Matural microflora
Fresh sliced apples Hexanal, hexyl acetate, H2) Salmonella enteritidis, Escherichiz  Lanciofi et al, 2003
hexenal cali, Listeria monocytogenss
Sweet chemies Eugenol, thymol, menthal, Matural microflora 0
euczlyptol
Tahle grape Eugena| thymol Matural microflom 20
Fresh shced applkes Oiregano, Lemongrass, vanillin Natural microflorz and inoculated  Rojas-Cirau e all, 2007
used encapsulated L. innocua
Fruit salads Citral Salmonella entenitidls, Escherichia  Bellatti e al, 2008
Citron ECY coli, Listeria monncytogenes
Fresh cet apples Vanillin 2 E. coli O157:H7 Listeria spp
Avocado Thyme EC) in MAP 75 pL in fiker Matural microflor ar,
Fresh cott apples in MAP Citron ECY, Hexanal, H2 hexenal,  Alone 250 mg/L WNatural microflora
Citral, carvacrol Combination 125 mg/l Lidena monocytagenes, el
Escherichia col, Salmonella
enteritidis
Vegetahles  Leftuce Thyme EC) 0.1=10 mL1 E. coli O157:H7 Singh et al, 2002
Camrots Thyme EC) 0. E, coli 7H7 Singh et al, 2002
Egenlant salad Crregano EO £ coli O157:H7 S 125, 2000
Lettuce and camors Oiregano and thyme EOs Natural microflom it
ation 125 mg/l
Leftuce Oregano ECQY 25-75 mgl Salmonella tiphymurium Gune }
Icebeny lettuce Ciregano and msemary 0.003~80 plim Listeria monocytogenes, Yersinia de Azeredo et al, 20
ememcofitica and Aeromonas
hydmphilla
Four season salad Oregano EO and citral in 7.5% wiw Matural microflora Murigl-Galet e al, 2013
packaging
Lamby's lettuce Oiregano and Thyme EOs 250 mg/L Matural microfloa
Ligeria monocytogenss,
Eschenichia ool

(Patrignani et al., 2015)
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2.2.7 Acqua elettrolizzata

L’acqua elettrolizzata € stata inizialmente svilagapin Giappone (Shimizet al.
1992) ed e stata riconosciuta per avere un fofatefbattericida sui principali
patogeni alimentari.

L’'acqua elettrolizzata €& generata mediante un peedi elettrolisi
diaframmatica controllata (Figura 10), prodottantite il passaggio di una
soluzione salina attraverso una cella elettroliticacui I'anodo ed il catodo sono
separati tramite una membrana. Sottoponendo dtradie a corrente diretta, gl
ioni negativi come l'idrossido (HQ ed il cloro (CI) nella soluzione di sale
diluita si spostano verso I'anodo rilasciando edgit e diventando ossigeno
gassoso (), cloro in forma gassosa (| ione ipoclorito (OC), acido
ipocloroso (HCIO) ed acido cloridrico (HCI), mentiee cariche positive come
idrogeno (H) e sodio (N3 si spostano verso il catodo per legarsi aglit@lst

dando origine ad idrogeno gassoseg)(&éisodio idrossido (NaOH) (Hsu, 2005).

Tap water  Salt solution

LH
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—
-
l | LY
i i
T e '
; Hydl i | ! Hsi
Cras (O:) : ’ *-i.:. Hit Gas (Hz)
H* O {; O H;
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Electrolyzed ] & - { ! e H reduced
ONIAIZINS - d— - & - —_— water
water (HOCI, b {dilurte
dalute HCI Membrane NaOH)

MaCl+=H;O0 —* Nag* +Cl+H*+0H

Figura 12: Schema di produzione dell'acqua elettiz#ata (Huang et al., 2008)

Nell’anodo si ha quindi come risultato una soluei@ssidante, che ha perso gli
ioni idrogeno e sodio, denominata Anolyte (Red®06 mV, pH= 7,00), mentre
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al catodo viene prodotta una soluzione riducents eccesso di sodio ed
idrogeno, detta Catolyte (Redox: - 835mV, pH=11,00)

Le reazioni su cui si basa la formazione di acdetirelizzata sono le seguenti:

Polo positivo: 20 — 4H + O, 1 + 4é
2NaGh Cl, 1 + 2é + 2N4d
¢l+ HO — HCl + HOCI

Polo negativo: 20 + 26 - 20H + H, 1
2NaCl + 20H> 2NaOH + CI

Hsu (2003) ha analizzato la relazione che inteectra la velocita del flusso
d’acqua, la temperatura e la concentrazione disadlefficacia di elettrolisi e di
separazione su un generatore di EO (Electrolyzedifixg). Si & concluso che il
potenziale elettrico (7.9-15.7 V) e il consumedergia (16—-120 W) della cella
di elettrolisi non sono influenzati da questi paednm al contrario la corrente
elettrica cambia con la temperatura dell’acquaelacita del suo flusso. Inoltre
I'efficienza di elettrolisi della cella e l'efficiza di separazione degli ioni
scambiati attraverso la membrana diminuiscono ®Baaiivamente con
I'incremento della velocita del flusso d’acqua daleoncentrazione di sale nella
soluzione (Dezat al.,2003).

Il maggiore vantaggio dell’acqua elettrolizzataaeslia sicurezza. Essa, che e
anche un acido forte, é differente dall’acido dado o dall’acido solforico che
non €& corrosivo nei confronti delle membrane o neieorganici. L'acqua
elettrolizzata non sembra avere problemi di tossicome altri sanitizzanti quali
l'ipoclorito di sodio, la formaldeide e la glutadaide. Inoltre l'acqua
elettrolizzata non solo € un mezzo di pulizia detat paragonabile alle altre
tecniche di disinfezione tradizionali, ma riducéempi di pulizia, &€ facile da
utilizzare, ha pochi effetti collaterali ed € ecomnca (Tanakaet al., 1999).

Sfortunatamente pero la soluzione perde velocemdate sua attivita
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antimicrobica se I'acqua elettrolizzata non & cumimente alimentata con’H
HOCI e C} tramite elettrolisi (Kiuraet al., 2002). Inoltre non sono da
sottovalutare alcuni problemi come I'emissione dida clorico, la corrosione
metallica e la degradazione delle resine sintetiatigbuita alla sua forte acidita
ed al contenuto di cloro libero. L'acqua elettroplita possiede attivita
antimicrobica contré@®seudomonas aeruginogidiura et al., 2002; Vorobjevaet
al., 2003),Staphylococcus aureiParket al.,2002b; Vorobjevaet al.,2003),S.
epidermidis E. coli O157:H7 (Kimet al., 2000a, 2000b; Parkt al., 2004);
Salmonella Enteritidis (Venkitanarayananet al.,, 1999b), Salmonella
Typhimurium (Fabrizicet al., 2003),Bacillus cereugLenet al.,2000; Sakashita
et al., 2002; Vorobjevaet al., 2003), Listeria monocytogene@d-abrizio et al.,
2003; Parket al., 2004; Vorobjevaet al., 2003), Mycobacterium tuberculosis
(lwasawaet al., 1993),Campylobacter jejun{Parket al., 2002a),Enterobacter
aerogenegParket al., 2002b) eVibrio parahaemolyticugHuanget al., 2006a;
Kimuraet al.,2006). L’acqua elettrolizzata puo inoltre ridulaeggerminazione di
specie fungine comeéAlternaria spp., Bortrytis spp., Cladosporium spp.,
Colletotrichumspp.,Curvularia lunata Didymella bryonaigEpicoccum nigrum
Fusarium spp., Helminthosporiumspp. (Buck et al., 2002), Aspergillus spp.
(Buck et al., 2002; Suzukiet al, 2002a),Monilinia fructicola (Al-Haq et al.,
2001; Bucket al.,2002),Penicillium expansurtOkull et al.,2004).
Generalmente la maggior parte dei batteri cresagnimange di pH tra 4 e 9. |
batteri aerobi crescono principalmente a un pot@ziedox tra 200 e 800 mV,
mentre i batteri anaerobi crescono meglio tra -€@D0 mV. L’alto potenziale
redox dell'acqua elettrolizzata causa una modifleaflussi metabolici e della
produzione di ATP, probabilmente a causa dello §tamel flusso di elettroni
delle celle.

Il basso pH puo sensibilizzare la membrana esteele cellule batteriche
rendendola piu sensibile al cloro attivo “sensizitindo” la membrana esterna
all'entrata del HOCL nelle cellule stesse (McPharsb993). L'HOCI, il piu
attivo dei composti al cloro, sembra uccidere ldute microbica tramite
I'inibizione di alcune vie metaboliche chiave (@ssiione del glucosio tramite

I'ossidazione dei gruppi sulfidrici di alcuni enZipresenti nel metabolismo dei
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carboidrati). L’azione del cloro é data anche ddiktruzione delle proteine di
sintesi, dalla decarbossilazione ossidativa demina acidi a nitriti ed aldeidi;
dalle reazioni con acidi nucleici, purine e pirimie;, dallo sbilanciamento
metabolico dopo la distruzione degli enzimi chiaea conseguente induzione di
lesioni al DNA con la perdita dell’abilita di trasfazione del DNA, inibizione
della fosforilazione ossidativa, la formazione dridati della citosina tossici del
cloro e la creazione dell’aberrazione cromosom{Marriott et al., 2006). Una
ipotesi alla base dell'inattivazione di batteri &i@s sull’alto potenziale di
ossidazione dellacqua elettrolizzata, che causersii danni alle membrane
cellulari, € stata riportata da Liab al.,(2007).

Il processo chimico dell’ossidazione si verificaagdo l'ossigeno viene a
contatto con altri composti causando la loro parditelettroni e la scissione dei
composti che in questo modo cambiano le loro fumzidNel caso dei
microrganismi, l'ossidazione pud danneggiare le iwame cellulari, puod
interferire e/o inibire alcuni processi metabo&oguindi, in sostanza, uccidere le
cellule microbiche stesse.

L'effettp battericida dell’acqua elettrolizzata Staphylococcus saprophyticus
Micrococcus luteug Bacillus sphaericug statostati osservato tramite I'utilizzo
di microscopio elettronico da Osafuekal. (2006). Le cellule trattate con acqua
acida elettrolizzata avevano pareti cellulari riegosn pori rotondi in cui si erano
disintegrate le strutture citoplasmatiche.

In una ricerca Kinet al. 2000a hanno riportato gli effetti del cloro, dél p dei
valori del potenziale redox dell’acqua elettrolitezaull’inattivazione di patogeni.
Kim et al (2000a) sono riusciti ad ottenere delle acquenia@mente modificate
a partire da acqua deionizzata che avevano lesesteoprieta (pH, cloro e

potenziale redox) dell’acqua elettrolizzata sefingpiego dell’ elettrolisi.
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CAPITOLO 3 - LISTERIA MONOCYTOGENES

3.1 Caratteristiche genera

Il genereListeria fa parte, dal punto di vista tassonomico, phylun Firmicutes
a cui appartengono batteGram-positivi, e fa parte della famiglia del
Listeriaceaedi cui € membro anche il geneBochothrix Puoessere distia per
la morfologia cellulare, la motia e la manifestazione delle colonie di colore-
verde quando osservate tramite luce bianca in wdbliListeria € un batterio
aerobioanaerobio facoltativo, con un optimum di tempematwa 3(-37°C, ma é
in grado di cresae in un intervall tra <0°C-45°C.

Il genereListeria & composto da sei specListeria monocytogenes, L. innoct
L. seeligeri, L. welshimeri, L. gra L. ivanovii (subspeciagvanovii e subspecie
londoniensiy L. marthiie L. rocourtiae.Due specie sono patoge L. ivanovii
patog@a solo per gli anime e L. monocytogeneshe invece € patogena |
animali e gli uominiLo stesso homListeria monocytogenes correlato alla su
capacita di sopravvivere nei monociti e causareauoibosi negli anima.

Queste due specie contengono il gene per la vizalesssociato al fatto che t
batteri entrano nella cellula ospite grazie aBgeliolisina (proteina codificata o
genehly), la fosfatidilinosito-fosfolipasi C (PIPLC), codificata dal genplcA e
la fosfatidilcolinafosfolipasi C (P(-PLC), codificata dal genplcB (Schmidet
al., 2005; Liu, 2006).

n‘ .' ‘

Figura 13: Cellula di Listeria monocytogeneal microscopio elettronice
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| batteri del genergisteria crescono ranghi un intervallo di pH tra 6 e Stetlé
specie crescono con 10% NaCl ed alcuni ceppi postmlerale fino al 20% di
NaCl, mentre tutti i tipi crescono in presenza itk ldal 10 al 40% (McLauchlin
et al., 2009).Listeria € un microrganismo anaerobio facoltativo e richitatge
di carbonio, quali carboidrati per crescere. Dalcgkio e da altri zuccheri
vengono prodotti acidi e non gas. E un battericalaat positivo, ossidasi
negativo, rosso-metile positivo, non idrolizza €ar la caseina, la gelatina ed il
latte, mentre idrolizza lippurato di sodio. Talatterio idrolizza I'esculina
(McLauchlin et al, 2009), un glucoside naturale usato per detemmiria
presenza dellenzima glucosidasi (esculinasi). Irodptto dell’idrolisi
dell’'esculina, esculentina, puo essere individuao terreni contenenti sali di
ferro tramite la diffusione di complessi nero-maird_'esculina e il substrato
piu sfruttato per la glucosidasi nei terreni, maaalisponibili anche glucosidi
sintetici. L. monocytogenes.. ivanoviie L. seeligerihanno attivita emolitica in
agar con plasma. Le zone in cui avviene I'emolisopera diL. monocytogenes
e L. seeligerisono limitate, mentrd.. ivanovii produce zone piu ampie di
emolisi. Per la sua relativamente debole emolisgresigliato 'utilizzo di terreno
stratificato con plasma (McLauchlet al.,2009). Il test CAMP (Christie-Atkins-
Munch-Peterson) é utilizzato per vedere I'increroedit emolisi in presenza di

Staphylococcus aure@sRhodococcus equi
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Tabella 12: Caratteristiche delle specie di Listeri

Characteristic L.monocyrogenes L grayi L.nnocua L.ivanovii L seeligeri Lawelshimeri
f-hemolysis - = = + + =
CAMP Test — S. anreus + = = 2 + =
CAMP Test— R. equit = = = + - o
Lecithinase + = - + d =
Catalase + 1 + + + +
Oxidase - - - - -
Esculin hydrolysis + + + ¥ + +
Growth on bile agar + + + + - +
Nitrate reduction to nitrite - — = = = i
Acid from D-mannitol 2 1 = = - =
Acid from D-xylose - = - + + +
Acid from L-rhamnose + + d - =2 d
Acid from 0-D-mannoside + 4 + = = +

.Symbols: +, more than 85% of the strains positive; d, different strains give different reactions (16-84% positive); -, 0 to 15% of the strains
positive.

* Nitrate reduced to nitrite by L. grayi subsp. murrayi.

(McLauchlin et al., 2009).

L. monocytogenes L. seeligerimostrano un incremento di emolisi (CAMP
positivi) conS. aureusna non corR. equi L. ivanoviie CAMP positivo corR.
equi, ma non corS. aureusL. grayi, L. innocuae L. welshimerisono CAMP
negativi (McLauchliret al.,2009).

Listeria monocytogendsa cellule di forma bastoncellari, mobili a 28° €r pa
presenza di flagelli peritrichi (da 1 a 5), e, coleealtre specie dListeria, €
catalasi positivo, ma ossidasi negativo ed € unogesto che si trova
principalmente negli animali e viene trasmesso aglnini tramite alimenti e
bevande contaminate.

Come le altre specie del gengisteria, cresce in un range di temperatura molto
ampio (trai 3° C e i 45° C) con un optimum tradP & i 38° C. Esso si mantiene
vitale anche a 0° C e fino a temperature prossimguelle usate per la

pastorizzazione.
3.2 Fattori di virulenza diL. monocytogenes

Le manifestazioni maggiori derivanti da infeziorda d. monocytogenesia per
animali, che umani sono di tipo gastrointestinaleye, dopo l'assunzione di

alimenti contaminati, il batterio induce il propriassorbimento invadendo
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I'intestino tramite gli enterociti. Da qui. monocytogenepuo diffondersi nelle
cellule vicine e nel flusso sanguigno, raggiungefedfato e milza. Se il sistema
fisiologico € in condizioni normali, i macrofagi &gmi e splenici uccidono il
battere invasore, ma se l'individuo € immuno-degmels. monocytogenesausa
bacteremia e si diffonde negli altri organi, prevaémente la placenta, il sistema
nervoso centrale, collegato a meningiti, encefaitinfesioni materno-infantili
(Oevermannet al, 2010). | principali fattori di virulenza sono amhalina A
(InlA), internalina B (InIB), listeriolisina (LLO),fosfolipasi C e Actina A
(ActA). L'InlA e una proteina fondamentale per iagsaggio intestinale delle
cellule epiteliali, riconosce e si lega al recettarmano proteina E-caderina
presente nella membrana cellulare dell’ospite. Leafferina € presente nelle
membrane intestinali, placentali ed in quelle dalello (Lecuit, 2005): questo
legame stimola la cellula ospite a fagocitare endjuintrodurre all'interno di sé
la cellula diL. monocytogenedDifferenti tipi di cellule ospite come epatociti,
cellule epiteliali, endoteliali possono essere sevramite la proteina Internalina
B (InIB) che interagisce con il fattore di cresdiil’ epatocita “Met”.

Nella fagocitosi da parte della cellula ospite akttbrio € avvolto in un vacuolo
fagocitico con una membrana a singolo stra@la cellula (fagosoma). La
listeriolisina, che e responsabile della proprietaolitica diL. monocytogenes
crea pori nella membrana fagosomiale: questo blfacalificazione di questo
compartimento e previene la sua fusione con i ¢éisos(Shaughnesset al.
2006), consentendo cosi al battere di fuoriuscek aitoplasma della cellula
ospite.

Due differenti fosfolipasi C sono collegate all'asione da parte disteriaverso
la cellula ospite: fosfatidil-inositol fosfolipast (PI-PLC) e fosfatidil-colina
fosfolipasi C (PCPLC) che, insieme alla listerivlas (LLO), facilitano la
fuoriuscita diL. monocytogenedal primo fagosoma, il passaggio da cellula a
cellula e la creazione del secondo fagosoma. Nperapil batterio fuoriesce dal
primo fagosoma nel citoplasma della cellula ospitgzia a moltiplicarsi
rapidamente e per essere in grado di muoversitne akllule, una proteina
superficiale Actina A (Act A) induce la polimerizzane delle molecole di actina

del citoscheletro della cellula ospite sulla suisesfdel batterio. Dopo tre o
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quattro ore dall'inizio dell’infezion¢si crea un lungo filamento di actina che
presenta come @an“cod: batterica”, che spingk. monocytogen: attraverso |l
citoplasma verso le cellule vicine: parte della rbeama della cellula ospite
rigonfia mentre la membrana della cellula vicinawiva internamente. Quindi
vacuolo a doppia membrana che ospita la cellulteted viene fagocitato cla
cellula vicina, edn questo modo si crea un secondo fagosoma. Qtergtsome

e lisato da LLO e P®LC, dando inizio ad una nuova infezio

4

s

Figura 14: Ciclo di infezione intracellulare di Listeria mongdogenes

Una volta fagocitate, le cellulei Listeria, non vengono mai portate al di fus
della cellula e diventano parassiti it-citoplasmatici comeshigella flexnerie
Rickettsia rickettsiiQuesto processo spinge il batterio a muoversindacellule
all'altra senza lasciare lo spazio intracellulaosidanon avere relazioni con

sistema immunitario.
3.3 Fattori di sviluppo diL. monocytogenesn alimenti

| fattori che maggiormente influenzano lo svilupgo la crescita diL.
monocytogenesegli alimenti sonda temperatura, leondizioni di pH ed attivit:

dellacqua (@) presenti nella matrice alimente
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3.3.1 Temperatura

La temperatura a cui gli alimenti vengono espost [avorire, preservare od
annientare lo sviluppo del microrganismo. A 0-45P®@atterio cresce a livelli
differenti a seconda poi del substrato di crescitamperature sotto i 0°C
congelano la coltura o l'alimento e preservano mattivano moderatamente |l
patogeno, mentre temperature sopra i 50°C sonla leta

Il patogeno mantiene le sue funzioni fisiologicheambienti freddi dal momento
che i suoi fosfolipidi di membrana rimangono in wstato liquido-cristallino per
mantenere un adeguato livello di fluidita della nbeama stessa, garantendone in
tal modo la possibilita di crescere a basse temperala membrana di.
monocytogenesontiene piu del 95 % di acidi grassi in forma adtene
ramificate (Annoust al, 1997) composte a 37°C da un maggior quantitativo
acidi grassanteisoC15:0, C17:0 edso C15:0, che sono acidi grassi derivanti da
insaturazione ed idrossilazione.

Quando la temperatura viene portata a 5°C, la fgmmedominante diventa quella
anteiso C15:0 (65-85% del totale degli acidi grassi) can riduzione in
proporzione delle lunghe catene alifatiche C17:0hn@dus et al, 1997) e
'aumento di ramificazioni asimmetriche che ridudegami di Van der Waals
tra i costituenti di membrana. Essendo ridotto fancamento degli acidi grassi a
basse temperature, a queste condizioni aumenta dadtuidita di membrana
del patogeno.

Inoltre Listeria monocytogeneper resistere a basse temperature produce le
proteine ‘told shock proteiris (Csps), utilizzate nel caso di shock termici
repentini, e le acclimation proteins (Caps), sintetizzate durante la fase di
bilanciamento della crescita a basse temperaturglé€Bet al.,1996).

L. monocytogeneg inoltre in grado di accumulare soluti compaiitoibn il
citoplasma come glicina, betaina e carnitina, castipthe assumono un ruolo di
crioprotettori: questi esplicano un ruolo direttall® membrana cellulare,
modificano I'ambiente intra ed extracellulare, spstguiscono all'acqua
diminuendo cosi la formazione di cristalli di gleeod abbassando il punto di

congelamento.
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L. monocytogenesopravvive anche ai normali processi di pastorree (71°C
per 15 secondi): si € osservato un aumento di f&\a#lla termo-tolleranza in
seguito ad una esposizione a temperature supar&s?fC per 180 minuti (Pagan
et al.,1997). Anche il grado di esposizione e la matméeienzano largamente il
grado di termo-tolleranza di. monocytogenegf.inton et al., 1998). Il patogeno
tollera alte temperature attraverso la sintesirdigigne come DnaK, GroES e
GroEL (chaperonine) che mantengono la strutturde daloteine della cellula
assicurando il raggiungimento ed il mantenimentol d®rretto stato
conformazionale delle catene polipeptidiche sintetie, dirigono I'assemblaggio
di complessi multi enzimatici, contribuiscono alntenimento od alla creazione
di uno stato di parziale denaturazione delle pneteihe cosi sono piu facilmente
trasportabili attraverso le membrane dei mitocoredistabilizzano le proteine
danneggiate facilitandone la rinaturazione e/odgrddazione. Esiste inoltre un
enzima proteolitico Clp in grado di proteggere ttda sia Gram-positivi, che
quelli Gram-negativi, ed ih. monocytogeneguesta famiglia di proteasi assume
un ruolo fondamentale nella resistenza a varie iemrd di stress ambientale
(Hill et al.2002).
Secondo Tienungooret al (2000) la minima temperatura di crescita, in
condizioni di pH ottimali, &€ tra —1.6 e 0.41 °C pemonocytogenes.limiti di
crescita a temperatura di refrigerazione, quingiendono fortemente dal pH
(Tienungooret al.,2000).
I microrganismi cresciuti nelle loro condizioniiatali mostrano una breve fase
di latenza (fase lag), un breve tempo di generazuurante la fase di crescita
esponenziale ed un’alta concentrazione microbidasae stazionaria. La velocita
specifica di sviluppo (i) di ogni microrganismo gagige un piccCo massimo
(umax) nella fase esponenziale di crescita, edvérsamente proporzionale al
tempo di generazione:

Tempo di generazione = 0.693/u
Dal momento che la temperatura ottimale di cregmtd.. monocitogenexome
riportato in letteratura, si aggira tra i 30 e i°G7 la determinazione della sua
cinetica di sviluppo in alimenti ha prodotto quindsultati differenti. Alcuni

ricercatori hanno creato modelli sulla velocit@diuppo diL. monocytogenes
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brodo di coltura a differenti condizioni (Easteragtonal Research Center. 2003.
USDA. Pathogen Modeling Program, ERRC, 2003) eysedo questo modello,
la fase lag ed il tempo di generazione sono pivilita 1.7 a 0.3 ore, quando il
battere € incubato in anaerobiosi a 37°C cpmadia 0.997 e pH iniziale di 7.
Abbassando progressivamente la temperatura, glesparametri crescono.
Robinsonet al. (1998) hanno osservato una fase lag piu breve’@ fiSpetto a
20 o 25°C. In generale si puo affermare che il ®ndp generazione dL.
monocytogenedecresce sostanzialmente quando la temperatuemeata da -
1.5 a 30°C. Ad esempio €& stato osservato che talegpno € in grado di
sviluppare in roast-beef conservato sottovuoto.a°€l seppure con un tempo di
generazione calcolato di 100 ore (Hudsaral, 1994): infatti il mantenimento
dei prodotti a temperature di refrigerazione rigarcha non previene lo sviluppo
di Listeria. Ad ulteriore dimostrazione di ci0 si e visto chletempo di
generazione in prodotti caseari incrementa a teatpex di refrigerazione, ma,
tuttavia non impedisce la crescita del patogengarticolare sono stati rilevati
tempi di generazione da 28.5 a 46 ore, 1.8 ore/eofe quando il patogeno e
stato incubato a temperature rispettivamente d@14,0 35°C (Rosenowt al,
1987). In assenza di antimicrobici portare gli &irti da 20 a 43°C supporta una
veloce crescita del patogeno.

La relazione tra la temperatura di incubazioneleempo di generazione puo
essere utile per studi di analisi del rischio, a@d® sono state osservate
variazioni a diverse temperature: alcuni studi @dasvet al., 1987) mostrano
una relazione lineare tra la radice quadrata dedsme valore specifico di
crescita e la temperatura di incubazione (Figurg dfentre altri lavori hanno
evidenziato una relazione non lineare tra i duapetri, mostrando un plateau di
crescita una volta raggiunto I'optimum di temperat(Robinsoret al., 1998.
Un’ alta concentrazione di sale (4.5 al 7.5%) puasoherare gli effetti della
temperatura sulla crescita incrementando il tempgederazione e contribuendo

quindi ad una deviazione della retta dalla lin@arit

Capitolo 3 +Listeria monocytogenes 77



0.8 [

0.6 =

0.4 =

Square root of 1 max
T

0.2 =

0 10 20 30 40
Incubation Temperature (°C)

Figura 15: Relazione lineare tra la temperatura glicubazione e la radice quadrata
della velocita massima di crescitgy/(imax)di L. monocytogenes in vari alimenti,

considerando come tempo minimo di generazigfiemax = 0.693/tempo di
generazione (Hudson et al., 1994)

Alcuni ceppi diL. monocytogendsanno una fase lag a 4°C che varia da 70 a 270
ore, e da 36.5 a 70 ore a 10°C in brodo di coltuyptone soy brotlton 0.6% di
estratto di lievito (Barbosat al, 1994). La variabilita tra i vari ceppi dimostra
importanza di selezionarne un target da utiliezarei challenge test: la
selezione di un ceppo che cresce rapidamente esigtente ai trattamenti €
importante per incrementare la ricerca riguarddtitittzzazione dei trattamenti
stessi sugli alimenti, evidenziando il fallimento dn processo quando il

patogeno riesce a sopravvivere durante la consenaz

3.3.2. Acidita
L. monocytogenesviluppa molto bene in condizioni di pH vicine afiautralita;

tuttavia sono state riportate crescite del microigao tra valori di pH di 4 e 9.6
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(Petranet al., 1989; Phan-Thanh, 1998). In assenza di altri fiattmitanti, la
densita cellulare finale piu alta é stata riscdattea pH 6 e 8 (Buchanaet al,
1994). Il microrganismo tollera valori di pH bassiediante una serie di
meccanismi di adattamento che includono la modifarze degli scambi ionici
della membrana cellulare oppure l'azione del sistedella glutammato-
decarbossilasi. Infatti la vitalita batterica digendall’abilita delle cellule di
mantenere un pH intorno alla neutralita, eliminandarotoni in eccesso dal
citoplasma quando vi sono condizioni di media a&idbotto ad una certa soglia
di pH, le cellule non sono piu in grado di espelleelocemente protoni che
quindi si accumulano al suo interno: l'acidificazéo del citoplasma riduce la
forza della membrana che spinge all'esterno i mipt@rivando le cellule
dell’'energia essenziale per il loro metabolismoedcesso di ioni H altera
I'attivita enzimatica e puo denaturare le protgiftatfordet al.,1998); quindi, a
seconda della composizione dell'alimento, delledizioni di conservazione e
del processo produttivo, il basso pH puo essesteticida” o “listeriostatico”. Il
glutammato contenuto in molti alimenti come mai@essalate, succhi di frutta
e yogurt puo incrementare la sopravvivenza delgmsto a condizioni di acidita:
I'internalizzazione del glutammato da parte deldluta batterica svolge una
funzione di lavaggio protonico, prevenendo cogiitidicazione citoplasmatica.

L. monocytogenesnoltre, in condizioni acide, va incontro a maambiamenti
riguardanti I'espressione genica, incrementandonindendo la sintesi di molte
proteine: in particolare si e riscontrata l'indumadi 47 e 37 proteine in terreni
con aggiunta di acido cloridrico fino ad valoriphi di 3.5 e 5.5 rispettivamente;
tali proteine sono state sequenziate e identifidatelill et al. (2002).

La fase lag ed il tempo di generazione cresconosiderabilmente alla
diminuzione di pH al di sotto di un valore di 6IRRC, 2003): infattListeria
monocytogenespuo crescere in prodotti a bassa acidita, inclusdaqtti
fermentati in relazione ad,ae fattori intrinseci. Sebbene non sia stata
documentata crescita di. monocytogenesa pH<4, sembra che questo
microrganismo sia acido-tollerante, sopravvivendaosuicchi d’arancia con pH
3.6 per 1-4 giorni a 4°C (Parigh al.,1989), e per piu di 200 giorni e 365 giorni
in formaggi Cheddar (pH 5.1) conservati a 13 e BS@ettivamente (Ryseat al,
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1987). L'effetto del pH sulla vitalita cellularepginde fortemente da altri fattori
ambientali e dallo stato fisiologico del microrgemo. Ad esempio sono stati
osservati I' assenza di crescita ed il decremeetta ditalita cellulare a pH 5.5
qguando le condizioni di temperatura non erano atiifmer la sopravvivenza del
patogeno. All'interno di un range di pH tra 3.2.¢ ERRC, 2003) in cui é stato
stimato un decremento di concentrazione in brodmHtura, il valore predetto di
D (temperatura di riduzione decimale) decresce it con andamento non
lineare (Figura x). Questo decremento di D e ieoltrolto rimarcato quando la

temperatura passa da 4 a 35°C.

1000

3 x D-value (hours)
g

5 10 15 20 25 30 35

Temperature (°C)

Figura 16: Tempo di esposizione sotto condiziortaledi acidita, necessarie per
diminuire L. monocytogenes di 3 log (D=3). (ERRQ3)

La refrigerazione inibisce la crescita di monocytogenesma comunque
permette la sopravvivenza del patogeno. Latte ilabcu con Listeria
monocytogenesed addizionato a yogurt ne ha permesso ad esefapio
sopravvivenza per 27 giorni a 4°C (Chei al, 1988). Un altro studio ha
evidenziato la capacita di questo patogeno di swprare anche in fiocchi di
latte per piu di 35 giorni a 5°C (Piccingt al, 1995). Questi lavori suggeriscono,
quindi, che i prodotti acidi refrigerati possoncs&® considerati un possibile
veicolo di infezione di listeriosi. La temperaturdluenza significativamente la
crescita del patogeno in condizioni di acidita efene inibita maggiormente a
basse condizioni di entrambe i fattori, ad eserbp©® e pH 4.5 (ERRC, 2003).
La sensibilita diL. monocytogenes condizioni di alta acidita (pH <4.5)

incrementa con la temperatura, soprattutto quahdaoldstrato di crescita non
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contribuisce allo sviluppo del patogeno e, inoltrle, resistenza varia
sostanzialmente con le condizioni fisiologiche dd@trorganismo stesso. Ad
esempio, l'esposizione della cellula a stress amthie pud indurre un
meccanismo di adattamento che incrementa I'acitlerémza da parte diisteria
monocytogenesnfatti a pH 3.5 si & vista una concentrazionéutale piu alta di

3.1-6.4 volte rispetto ai controlli non sottopasstress (Loet al.,1996).

3.3.3 Attivita dell’acqua e tolleranza al sale

Listeria monocytogenes in grado di crescere in ambienti con bassi valioa,
ed in particolare con concentrazioni di NaCl supreal 10%.

Per fare cid questi microrganismi producono dueoirtgmti proteine denominate
“salt shock proteih(Ssp) e ‘stress acclimation proteinSap) per la loro stretta
somiglianza a quelle per lo shock termico, Csp p: Gaprime vengono indotte
rapidamente, ma vengono sovra-espresse solo pbrewe periodo, mentre le
seconde continuano ad essere espresse per orecldede condizioni tornano
ottimali (Ducheet al. 2002).

Un altro meccanismo alla base della resistenzasagiss osmotici prevede la
capacita diL. monocytogerse di assimilare composti osmoprotettivi, cioé
altamente solubili (come glicina betaina, prolirgtdina, acetil carnitina) che,
non avendo carica elettrica, a pH fisiologico posscessere accumulati
allinterno della cellula senza intaccarne le fongi cosicché questa possa
rispondere allo stress osmotico (Bayd¢sl.,2000).

L’alta osmolarita, intesa come bassa attivita detfua, in una cellula batterica
decresce la pressione di turgore, che e quellafore incrementa il grado di
espansione cellulare e quindi contribuisce allasate ed alla divisione delle
cellule stesse. Una riduzione del turgore inibigeendi la crescita batterica
(Amezageet al.,1995).

La maggior parte dei prodotti alimentari freschnha un’attivita dell’acqua >
0.98 (ERRC, 2003). L'essiccamento e l'incrementsae o di zucchero sono
metodi tradizionali per abbassare,l'd.isteria monocytogenesopravvive a

basse @ con uno sviluppo ottimale a 0.97 (Petrainal., 1989, anche se € in

Capitolo 3 +Listeria monocytogenes 81



grado di crescere fino a valori dj, ai 0.90. | valori di @ piu bassi che
permettono comungue la crescita fino a livelli dd &g UFC/mL in presenza di
glicerolo (30%), saccarosio (39.4%), NaCl (11.5%prepilen-glicole (16.7%)
sono rispettivamente 0.90, 0.92, 0.92, 0.97 (Mi#eral, 1992; Nolanet al,
1992). La fase lag di crescita ed il tempo di gamnene incrementano quando
I'a,, decresce; anche se non sembraldberia monocytogenesresca ad,a<
0.90, il batterio sopravvive nellambiente, in pewtare in condizioni di
refrigerazione per lunghi periodi in alimenti cosedami (g 0.79 - 0.86) a 4°C
per 84 giorni (Johnsoret al, 1988). Valori di @ <0.90 hanno un’azione
batteriostatica nei confronti dL. monocytogenesma appena tali valori
incrementano, puo riniziare lo sviluppo microbitceffetto combinato di g e
temperatura di crescita € fondamentale: infattmaggiore inibizione e stata
osservata quando sia la temperatura, chesdno ai loro valori minimi (Figura
17).
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Figura 17: Cambiamento di fase lag (A) e di tempioggénerazione (B) di L.
monocytogenes a differenti valori di,@ temperature di incubazione (pH 7). (ERRC,
2003)

3.4 Epidemiologia

Tutte le specie del generkisteria sono ben distribuite in natura (suolo,
vegetazione, acqua, alimentazione animale, poll@eseo e congelato, scarti di
macelli e feci anche umane). Ad esempio gli ambigre circondano gli animali
per la produzione di latte sono facilmente contathida feci, ed il latte puo
essere facilmente contaminato cbn monocytogeneslurante la produzione
poiche il batterio puo passare dal bestiame agdficedli produzione tramite
guanti e scarpe. Nei macelli, le carcasse e laecpossono essere contaminate
dal contenuto intestinale. In 2056 campioni fecalmbientali ed alimentari
raccolti presso alcune fattorie bovine, Nightingaleal. (2004) hanno trovato il

20.1% dei campioni positivi &. monocytogenednoltre, in 1805 campioni di
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suolo, acqua e campioni di terreno da ambientenariod a basso contatto diretto
con animali e uomini, come parchi e foreste, lac@etuale positiva é stata del
7.3% da aree urbane e I'1.3% da ambienti natuxagihtingaleet al.,2004).

| disturbi sono principalmente trasmessi da alimecdntaminati dalL.
monocytogene@McLauchlinet al, 2009). La via di trasmissione cutanea e piu
rara e causa dermatitia prima epidemia che identifidd monocytogenesome
agente trasmesso dagli alimenti colpi 41 pazieintud 17 morirono in Nuova
Scozia, in Canada nel 1981. Il veicolo d'infezicara costituito da insalata di
cavolo. Nei paesi civilizzati, dove la listerioseme documentata, I'incidenza e
circa di 0.3% sulla popolazione (Toed al., 2011) con un’incidenza maggiore
nei paesi scandinavi probabilmente per il maggommesumo di pesce affumicato
(Todd et al., 2011). Dal 2005 in Svezia c’eé stato un incremergd @hsi di
listeriosi fino al 2009 con il raggiungimento dv8% di casi nella popolazione, il
numero piu alto mai riportato (SMI 2012). Il baitee stato isolato da circa |l
20% dei prodotti contaminati di salmone affumicaémduto in Svezia con livelli
di contaminazione compresi in un intervallo da € 201500 UFC/g (Peirist al.,
2009). Dal 2001 al 2007 I'incidenza di listeriosi pazienti oltre i 60 anni in
Gran Bretagna e Galles € duplicato: tali individuevano consumato carne cotta
(bistecche di manzo, prosciutto, carne di maigsce cotto (specialmente
salmone affumicato), crostacei, come gamberi, elqitopronti come insalate
(Gillespieet al.,2009).

Un’incidenza maggiore di listeriosi batterica tria @nziani, dovuta anche alla
conservazione degli alimenti tramite congelamentealéguato, € stata riportata
in Scozia, Irlanda, Germania, Belgio, Francia, amia, Olanda e Spagna. A
questi pazienti anziani venivano somministrate gierammunosoppressive per
malattie croniche, che di conseguenza avevano nmem&to il rischio di
listeriosi (ACSMF, 2009).

Quindi un’ampia gamma di alimenti pu0 essere comtata da L.
monocytogenesnclusi latte e derivati (latte crudo e pastoaizyg, formaggi molli
stagionati, gelati), carne e derivati (carne crudane cruda fermentata, pollame
crudo e cotto), pesce crudo e vegetali crudi. Lieleapie sono perd associate

prevalentemente al consumo di alimee@dy-to-eafpoichéL. monocytogenes
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un microrganismo psicrotrofo e pud resistere a ol sfavorevoli,
stabilizzandosi negli impianti di produzione alineme: infatti numerosi casi di
listeriosi sono collegati a questi alimenti proalliuso, consumati senza idonei
metodi di controllo come un’adeguata cott(ifaddet al.,2011). Il tenore di vita
dei consumatori durante gli anni € cambiato ed arldempo a disposizione che
hanno per preparare alimenti in casa. Nel monadausaa di questo cambiamento
radicale delle abitudini di vita, sono cambiatelenée abitudini alimentari con
un incremento degli alimentieady-to-eatche nell'industria alimentare sono
sempre piu in espansione. Questo ha portato lsestesiustrie ad avere piu
preoccupazione nei confronti della listeriosi ciehiede molta attenzione per
questo tipo di processo produttivo (Allebergtral., 2010). Per controllaré.
monocytogenesei prodottiready-to-eatsono state incrementate le misure di
sicurezza anche verso il consumatore, incrementniddicazioni in etichetta di
tempo e temperatura di conservazione.

In particolare gli alimenti prevalentemente contaatiiin Gran Bretagna sono i
sandwiches pre-confezionati, insalate miste cheltal eccedono il limite di 100
UFC/g, specialmente se contengono insalata.

| sintomi iniziali di disturbi nelluomo derivantda alimenti contaminati da
Listeria monocytogenessono influenza, incluse febbri persistenti. La
manifestazione dell’infezione puo essere limitata sintomi gastro-intestinali
come nhausea, vomito, diarrea o puo avanzare vefspioni piu serie sistemiche
e con rischio di mortalita, come setticemia, mei@gencefalite, infezioni
intrauterine o cervicali in donne incinte, che pad ad aborto spontaneo (FDA,
20009).

Non si conosce né la dose infettante, che si stissare inferiore a QWFC/g, né

il tempo di incubazione, che probabilmente & sapera 12 ore. Il tempo di
incubazione per i disturbi piu gravi € sconosciua, puo essere da pochi giorni
a tre settimane. Il tasso di mortalita & alto penimgiti (70%), setticemia (50%)
ed infezioni neonatali e perinatali (80%) (FDA, 200

| gruppi di popolazione a rischio includono donneinte ed il feto, e persone
immunodepresse. Gli anziani, i diabetici, gli asmeadd i pazienti con ulcere e

coliti sono spesso infettati, altre volte meno tregtemente (FDA, 2009).
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3.5 Criteri microbiologici, prevenzione e controllzei processi alimentari

per diminuire il rischio di listeriosi

Uno degli aspetti dibattuti dei criteri microbiologper Listeria monocytogenes

il problema se il target negli alimenti debba esd@ssenza di. monocytogenes
O Se possono essere accettati bassi livelli di ednazione di tale
microrganismo, come ad esempio la possibilita @rawn limite di 100 UFC/g
in prodotti a fine shelf-life. Alcuni paesi richiedo I'assenza del patogeno nei
prodotti ready-to-eatin 25 g di prodotto destinati ai bambini ed agruppi di
popolazione vulnerabili, ed alimenti pronti all’'usbe favoriscono la crescita di
L. monocytogenesome gli alimenti refrigeratieady-to-eatcon lunga shelf-life
come panini pre-confezionati, carne in scatola,mBggi molli e pesce
affumicato e marinato. Livelli di 100 UFC/g sonormpessi quando la crescita
dovrebbe essere molto lenta o sfavorita nel subsatanentare.

Le listeriosi derivanti da alimenti possono essgevenute in due modi: tramite
il controllo dell'organismo nellambiente di lavaiane, e tramite un’altissima
attenzione alla preparazione domestica degli alinpaiché, sebbene la cottura e
la pastorizzazione eliminano il rischio delle Irsdsi alimentari interamente, le
moderne preferenze alimentari esaltano la “sakibrdi alimenti crudi e
minimamente processati come parte di una dietattar¢Schlech, 2000).
Ricordando chelL. monocytogenespuo sviluppare in presenza di alte
concentrazioni di sale (10% NaCl) ed in un vastogeadi pH (pH 4.5-9) e
temperatura (0—45°C) (Velget al, 2010), gli alimenti che non supportano la
crescita del microrganismo hanno un pH.4 od g < 0.92: a tale proposito, se
un prodotto ha un p# 5.0, I'a, deve esserec 0.94 ovice versa(EC No.
2073/2005). Sono presenti una serie di linee guida le industrie poiché,
sebbene la cottura uccida il batterio, esso pueregsotenzialmente presente in
alimenti crudi o pronti all'uso: in questi prodottproduttori devono verificare
dove Listeria monocytogenepuo crescere e dove no per prevenire la
contaminazione e la crescita. Anche la determimazdi un’adeguatahelf-life é
fondamentale per controllare questi alimenti. Inn&#a € prevista una
combinazione di controlli nell'industria, nell’andnte e sul prodotto finito.
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L’intento di controllo sul’ambiente, in particolsulle superfici a contatto ct
gli alimenti, € di monitorare l'effettiva sanitizzane e le buone pratiche

lavorazione (GMPGood Manufacturing Practi(). Le aziende sono altamer
esortate ad effettuare controlli sugli ambientiadioro a contatto imeno con gl
alimenti in cui si possono creare potenziali niechi sitidi contaminazione

sviluppo perListeria spp: negli impianti, in particolare le affetrici possono
essere una fonte di disseminazione del patogenuté&r@ontaminazione crociat
| prodotti crudi che entrano nella linea produttp@ssono essere contaminati

cui e bene effettuare trattamenti adeguati comenatfatura e cottura poict
senza trattamenti il patogeno entra a far partia dieira microbica domestica

sopravvive per lunghi perio

3.6 Metodi di rilevamento di Listeria monocytogenesgli aliment

| metodi raccomandati dalle diverse autorita noiveaper la rilevazione dL.

monocytogenesanche se questi hanno variazioni nella selezawlie colture ¢
nella preparazione dei campioni, seguono tuttisggissi procedimenti e me:
che possono essemapplicati ad ogni alimento. | procedimend i materiali
previsti dalla Food and Drug Administratic (FDA), da United States
Department of Agricultui (USDA) e da International Organization fo

Standardizatior{ISO) sono indicati nella tabella segue

Tabella 13 mezzi e condizioni di incubazione raccomandati k&0, FDA e USDA
perla ricerca diListeria monocytogenesegli alimenti

Method® Primary enrichment® Secondary enrichment® Selective-differential pl:lting"'

BAM/FDA 2011 BLEB without selective agents BLEB - add selective agents OXA, Palcam or MOX at
at 30°C/4 h and continuing incubating 35°C/24—48 h or LPM
for a total time of 48 h at 30°C plus esculin and F&*' at
30°C/24-48 h
MLG/FSIS/USDA 2009 UVMar30£2°C/l22x2h Fraser Broth at 35 £ 2°C/26—48 £ 2 h MOX w
or 35+ 2°C/26-52+ 2 h
MOPS-BLEB at 35 £2°C/18-24 h
[SO 11290-1:1996/Amd.1:2004 Half-Fraser Broth at Fraser Broth ar 35 + 19C/48 h or ALOA at37+1°C/24 +3 h
30+ 1oC/24 h=2h 37x1°/48 h to 48 +Gh and a 2™
medium optional‘
[SO 11290-2:1998/Amd.1:2004 — — ALOA at37£1°C/24£3 h

10 48 £ 6 h (Spread plate)

Aloa: Agar Listeria Ottaviani & Agostini; BLEB: Bralo di arricchimento per Listeriz
tamponato; BPW: Acqua Peptonata amponata; MOPSBLEB: Brodo di
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Arricchimento per Listeria Tamponato con AcidoMorioePropaneSulfonico; MOX:
Oxford Agar Modificato; OXA: Oxford Agar; PALCAM: Ayar Selettivo per Listeria
Palcam; UVM: Brodo modificato dell’'Universita del &mont. (Da Silva et a., 2013.)

I mezzi utilizzati si basano su una serie di ageeiettivi come acriflavina,
cloruro di litio, colistina, cefotetan, moxalactaed acido nalidixico. L’idrolisi
dell’'esculina effettuata dalla glucosidasi (escadih) € lattivita selettiva piu
utilizzata per effettuare lo screening su colomspgtte. Anche se tutte le specie
di Listeria sono positive all’idrolisi dell’esculina, i mezazitilizzati per tale
attivita non sono caratteristici per monocytogenes

In ISO 11290-1:1996/Amd.1:2004 viene utilizzato omezzo selettivo petL.
monocytogenesromogenico, ALOA (Agar Listeria Ottaviani e AgQstper
eseguire lo screening su colonie sospette. llnerAl OA utilizza due substrati
differenti: X-Glu (5-Bromo-4-cloro-3-indoliB-D-glucopiranoside), cromogenico
per I'enzima glucosidasi, e &~ fosfatidilinositolo, non cromogenico, per
I'enzima fosfatidilinositolo-fosfolipasi (PI-PLC).o sfaldamento del substrato
cromogenico dall’'enzima glucosidasi si manifestamite colonie blu, che
indicano quindi la presenza Histeria spp. Lo sfaldamento del substrato di PI-
PLC si manifesta con un alone bianco precipitatariad alla colonia, che indica
la presenza dListeria patogena L{. monocytogeneg/o L. ivanovi). ALOA
presenta fosfatidilinositolo come substrato per edeinare la presenza
dell’enzima PI-PLC (OCLADifferential Supplemen8R0244, Oxoid) o lecitina
(Brilliance Listeria Differential SupplemerfR0228, Oxoid) per PC-PLC. La
Food and Drug Administrationraccomanda inoltre l'uso di un mezzo
cromogenico in aggiunta allagar selettivo conteaessculina, inclusi ALOA,
CHROMagar, BCMR o RAPID'Lmono (Hitchins, 2011).

Un diagramma di flusso generale per I'individuag@hlL. monocytogenesegli
alimenti prevede il metodo di presenza/assenzaatie fasi sono le seguenti.

1- Pre-arricchimento ed arricchimento selettigd omogenizziano 25 g di

alimento, o 25 ml di campione, con 225 ml di bratloarricchimento
tamponato Buffered Listeria Enrichment BrotiBLEB), contenente sodio
piruvato, senza agenti selettivi (acriflavina HGg¢ido nalidixico e
cicloesimide). Viene effettuata I'incubazione a G@Qpre-arricchimento) e
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in seguito si aggiungono gli agenti selettivi, gonando ad incubare a
30°C per un tempo totale di 48 ore (arricchimergtetsivo). Se non e
disponibile il cicloesimide, si pud utilizzare pin@na (25 mg/l). Se nel
campione si ha una bassa quantita di lieviti e ejuffuesti agenti
antifungini sono richiesti.

2- Piastre selettive-differenzialidalle colture ottenute dal BLEB ottenute

dopo 24-48 ore di incubazione, si striscia un’aamsak una piastra di agar
selettivo contenente esculina. Per ogni terrenettsed utilizzato viene
effettuata I'incubazione nelle opportune condiziddXA (Oxford Agaj
MOX (Modified Oxford Agar e Palcam Listeria Selective Agasono
incubati a 35°C per 24-48 ore; LPMithium Chloride Phenyethanol
Moxalactan) con aggiunta di esculina e ¥é incubato a 30°C per 24-48
ore. Le colonie diListeria sono nere con un alone nero, che indica
I'idrolisi dell’esculina.

3- Conferma da ogni piastra contenente agar selettivo, vengabezionate
cinque o piu colonie tipiche per confermare cheddti effettivamente di
L. monocyogenesLa coltura viene purificata tramite strisciamerdo
un’ansata surrypticase Soy Agacon 0.6% di estratto di lievito (TSA-
YE). Viene incubato a 30°C/24-48 ore. Ulteriorittels conferma che
vengono utilizzati, determinati dall'isolamento wdiha colonia da TSA,
sono quello della catalasi, la colorazione di Gela motilita a fresco: si
osserva la motilita tramite immersione in olio, maicroscopio. Tutte le
specie dListeria mostrano motilita.

Tramite la preparazione di una brodo-coltura Tecgde Soy broth (TSB)
si puo determinare la motilita con un metodo seofids: da tubi inoculati
di TSB si aggiunge Indolo Sulfide (SIM). Dopo in@zmone a 25°C per
sette giorni si osserva la crescita giornalmentecdlonie diListeria

presentano una crescita simile ad un ombrello imntpu sono dotate di
motilita. Puo essere effettuato anche il test pemdlisi: viene

contrassegnata una griglia di 20-25 sezioni sutléodi una piastra con
Agar con plasma di pecora. Dalle colonie del TSAne inoculata una

coltura per sezione tramite spatola. Si inoculatmtolli positivi e
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negativi (positivi £. ivanoviie L. monocytogenesegativi =L. innocug
in parallelo che si esaminano dopo un’incubazion85%C/24-48 ore.
L.monocytogeneg L. seeligeriproducono una leggera emolisi con un
alone attorno alla colonid.. innocuanon mostra attivita emolitica le.
ivanovii produce un ben definito alone attorno alla coloballa coltura
in TSB-YE si pu0 determinare anche la fermentazidee carboidrati
tramite I'inoculo per 7 giorni a 37°C dei tubi diddo viola (Purple Broth)
con 0.5% di carboidrati (destrosio, esculina, ngdtomannitolo, xilosio).
La variazione di colore da viola a giallo indica umdice positivo
all'utilizzo degli zuccheri, tramite la produziodeacidi, mentre I'assenza
di cambiamento di colore indica attivita negativa gli zuccheri. Tutte le
specie diListeria sono negative alla produzione di gas, positive lper
produzione di acidi da destrosio, esculina e m@tids monocytogenes
fermenta il ramnosio, mentre € negativa per loskileed il mannitolo (Da
Silvaet al.,2013).
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Figura 18: Schema di analisi per I'individuazione di L. morgtogenes negli alimen

usando il metodo di presenza/assenza (Hitchins,D.

Nuove tecnichanolecolari sono sempre putilizzate per la determinazione,

quantificazione e lo studio di popolazioni micrdiecnegli alimenti o durae i
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processi di trasformazione. Tra questi metodi, danica basata sulla PCR
(Polymerase Chain Reactipp stata notevolmente considerata in quanto zsiliz
primer nucleotidici che individuano i fattori dirulenza e non virulenza come
hemolisina [ly), proteine associate all'invasionag), e geni che codificano per
16S rRNA. La Real-time PCR, anche chiamat®eal-time PCR (qPCR)
quantitativa € una tecnica molecolare che vienbzzdta per amplificare e
simultaneamente quantificare una precisa moledol2N\NdA dal momento che la
reazione prosegue in tempo reale ed ogni nuovonfiemo di DNA creato viene
reso fluorescente tramite una particolare moledblarofora Sybr greeh
rendendo cosi quantificabile la concentrazione rdicarto DNA o RNA in un
gruppo di cellule batteriche. Questo metodo € medtioce ed e richiesto meno
tempo per ottenere risultati poiché sono necessald due giorni di analisi
anziché sette, come nel processo tradizionale. aViait nella fase di
arricchimento non e possibile quantificare il lieeti contaminazione iniziale
(Postollecet al, 2011).
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CAPITOLO 4 — SCOPO DELLA TESI

Negli ultimi anni si & assistito, sia negli statit), che in Europa, ad un numero
sempre piu frequente di casi di tossinfezioni alitag associate al consumo di
prodotti ortofrutticoli freschi. In particolare aioi vegetali freschi e prodotti
minimamente trattati sono stati legati a casi dstafezioni causate da. coli
0157:H7,Salmonellaspp. eL. monocytogene@badiaset al, 2011). Infatti gli
ortaggi e la frutta sono spesso caratterizzati tevage contaminazioni
microbiche (4-7 log UFC/g) poiché, durante la prmdoe in campo od in fase di
post-raccolta, vengono a contatto con il suologtth® contaminazioni di origine
umana (Beuchat, 1998; Abadia$ al, 2011). Indipendentemente dal rischio
associato alla presenza di microrganismi patogémjicrobiota dei prodotti
ortofrutticoli freschi é costituito da microrganisdegradativi, e prevalentemente
da batteri Gram-negativi, qualiPseudomonasspp., Erwinia herbicola
Flavobacterium agglomeransanthomonased Enterobacter(Tournas, 2005),
oltre che da batteri lattici qudlieuconostoc mesenteroides.actobacillusspp.
Inoltre anche lieviti Torulopsis Saccharomyce® Candidg e varie muffe
(Alternaria, Penicillium, Fusariumed Aspergillug possono proliferare limitando
cosi la shelf-life della frutta fresca (Caponiggbal, 2010; de Azeredet al,
2011; Pianettet al, 2008).

Il lavaggio € pertanto una delle fasi piu importargl processo produttivo non
solo dei prodotti di IV gamma, ma anche per quediitofrutticoli
commercializzati freschi in quanto consente la @imoe di residui organici
(terra, suolo,...) e delle cellule microbiche dallgerficie dei prodotti. Tra i vari
sanitizzanti disponibili in commercio, i derivatldcloro sono sicuramente quelli
che trovano il maggior impiego nel settore agrmalitare, soprattutto sotto
forma di ipoclorito di sodio o di calcio. In pamiare I'efficacia dell’ipoclorito
dipende da numerosi parametri includenti, oltredacentrazione ed il tempo di
esposizione, anche il pH, la temperatura, la pmsei materiale organico e le
caratteristiche intrinseche dei microrganismi patog degradativi presenti sulla

superficie dei prodotti da decontaminare (Boye#te al, 1993). Quando
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I'ipoclorito di sodio viene aggiunto all'acqua, gea acido ipocloroso (HOCI)
che e in forma indissociata e che rappresentanipocmente attivo responsabile
dell'attivita battericida. A seconda del pH dellaolzione si forma
prevalentemente acido ipocloroso (a pH acido) ionhe ipocloroso (pH alcalino)
la cui attivita € perd meno marcata.

L’efficacia dell'ipoclorito nei confronti di diffeenti specie microbiche e
ampiamente documentata, il che lo rende, unitamalidesemplicita d’'uso ed
economicita, il trattamento maggiormente impieg@aconcentrazioni da 50 a
200 mg/L e con tempi di contatto di qualche minup@)y ridurre/eliminare i
microrganismi presenti sulla superficie di fruttaredotti vegetali (Ramost al,
2013). Tuttavia, lI'uso del cloro presenta problarivello ambientale e rischi per
la salute umana connessi alla formazione di compassici, quali i tri-
alometani, che si formano per reazione del cloro taesidui di materiale
organico (Gilet al, 2009). Inoltre, le restrizioni a livello legisilo in relazione
all'uso del cloro spingono l'industria alimentardravare soluzioni alternative
per la decontaminazione di prodotti ortofrutticdd commercializzare freschi o
da utilizzarsi come materie prime per i prodottidigamma. Di conseguenza,
diversi approcci alternativi all'ipoclorito soncasitproposti, e tra i piu studiati vi
sono l'ozono, l'irraggiamento, gli acidi organidiconfezionamento in atmosfera
modificata, i conservanti naturali tra cui estrati oli essenziali.... (Rama=t
al., 2013; Riccet al, 2007).

In questo contesto, anche l'acqua elettrolizzata)(Aia acida che neutra, e stata
studiata per valutarne le potenzialita come satize per I'industria alimentare.
Infatti 'AE contiene una miscela di ossidanti iganici, quali HCIO, OC] Cl,,
OH, e @, che possono agire danneggiando le cellule michebiDiversi studi
hanno infatti dimostrato ['efficacia dellacqua ®itelizzata acida per la
decontaminazione di diversi vegetali quali lattugarote, cavolo, (Yangt al,
2003; Koideet al, 2011; Mansur e Oh, 2015). Piu recentementeta ptasa in
esame anche l'acqua elettrolizzata neutra che miede caratteristica di aver
attivita antimicrobica sebbene il contenuto in cl@attivo sia inferiore rispetto
all’AE acida, con conseguenti minor danni per latgaumana e per I'ambiente
(Leeet al, 2014).
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L’obiettivo generale di questo elaborato finale tates quello di valutare le
potenzialita delluso di acqua elettrolizzata nauper la decontaminazione
superficiale di meleGolden Delicious Piu precisamente si &€ prodotta acqua
elettrolizzata neutra, con un generatore EVA SYS®EMO fornito da Industrie
De Nora S.p.A., e la si e utilizzata per effettuareaggi di differente durata delle
mele. L'efficacia dei trattamenti con acqua eléiz@ata € stata confrontata con
guella di soluzioni di ipoclorito di sodio a diffamte contenuto di cloro attivo
(50, 100 e 200 ppm) valutando la riduzione dellliveli contaminazione sia
della microflora naturalmente presente sulle melee di un microrganismo
patogeno, Listeria monocytogene$6 Ly, deliberatamente inoculato sulla
superficie della frutta. Infine si e verificato kecondizioni di lavaggio adottate
possano influenzare un parametro qualitativo/niotmale delle mele quali il

potere antiossidante ed il contenuto in fenoliliatalla buccia.
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CAPITOLO 5 - MATERIALI E METODI

5.1 Matrice alimentare utilizzata

Per questo lavoro si sono utilizzate m#&Bolden Delicious” acquistate dalla
azienda agricola di Cesena “Apofruit”. Le mele ingate per le nostre analisi
erano prive di cera aggiuntiva e sono state coagenn azienda in celle ad una

temperatura di 0°C.

5.2 Soluzioni sanitizzanti utilizzate per il lavaiggdelle mele

5.2.1 Ipoclorito di sodio

Le soluzioni di ipoclorito di sodio utilizzate sonstate preparate diluendo
Amuchina® (11000 ppm di cloro attivo) in acqua ileta. Piu precisamente si
sono preparate soluzioni a differente concentrazarcloro attivo - 50, 100, 200
ppm ,- definito come la quantita di cloro gassolse una soluzione di ipoclorito

puo sviluppare qualora venga trattata con un acide.

L
AMUCHIN/
mm

ISINFETTANT

Figura 19: Amuchina® soluzione disinfettante

5.2.2 Acqua elettrolizzata
L’'acqua elettrolizzata é stata generata mediargtrelisi con apparecchiatura
EVA SYSTEM® 100 di Industrie De Nora S.p.A in dataze all’Universita di
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Bologna, progettato nelllambito del progetto Verde®, di Via Leonardo

Bistolfi, 35 - 20134 Milano (MI) (Figura X).

Per la produzione dell'acqua elettrolizzata si écpduto come riportato dal
protocollo di utilizzo del macchinario.

Dopo l'accensione dell’elettrolizzatore, 200 g diesfornito in dotazione con lo
strumento sono stati aggiunti ad 1 L di acqua Ittt sotto agitazione fino ad
ottenere una soluzione lattiginosa e satura di. dalgpodiché si & versata
all'interno del macchinario la soluzione saturasdie ed acqua distillata fino al
riempimento del serbatoio (20 L). Si & in seguitoceduto all’avviamento del

ciclo produttivo: la corrente &€ passata da 0 A&=-20 A in 1 minuto ed e stata
mantenuta a 10 A per 1 ora. Durante questo petedensione si e stabilizzata
passando da un valore iniziale di 30—-31 V a ciréa28 V. La parte gassosa
della soluzione e fuoriuscita dal tubo centrale dpaendo un movimento

circolatorio all'interno del serbatoio. Trascorseegto periodo, la corrente si €
ridotta gradualmente a 0 A, ed un segnale acustdadicato il termine del ciclo

di elettrolisi.

Analogamente all'ipoclorito di sodio, anche I'acqelattrolizzata e stata diluita

in modo da ottenere tre concentrazioni finali dirolattivo pari a 50, 100 e 200

ppm.

Figura 20: Generatore di acqua elettrolizzata
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5.3 Valutazione dell'effetto sanitizzante di lavaggcon acqua
elettrolizzata ed ipoclorito di sodio di mele indate con Listeria

monocytogenes

Al fine di valutare I'azione decontaminante deltduzioni oggetto di studio, &
stato effettuato un Challenge test in tisteria monocytogeneS6 Ly é stata
utilizzata per contaminare, a differenti livelli dioculo O 1C¢°, 1 e 10

UFC/frutto), la superficie di meléolden Delicious

5.3.1 Preparazione delle colture cellulari ed indoudelle mele conlL.
monocytogene$6Ly

Il ceppo diListeria monocytogenes6Ly utilizzato in queste prove e stato isolato
dal laboratorio di Microbiologia degli Alimenti ddébipartimento di Scienze e
Tecnologie Agro-Alimentari (DISTAL) dell’Universitadi Bologna da acque
reflue del processo di lavaggio di carne suina.sfueeppo € stato scelto per il
Challenge test perché é risultato essere moltstezge a diversi stress come ad
esempio le alte e basse temperature utilizzatettispmente per il trattamento
termico e lo stoccaggio di alimenti, oltre a tratemti di alta pressione di
omogeneizzazione o al plasma.

Per la preparazione del preinoculo, € stata priedeuva’aliquota di 1 ml di
Listeria monocytogeneS6Ly dalle colture stock conservate a -80t@Xteria
monocytogeneS6Ly e stato di seguito ripreso in provetta al iciieérno erano
presenti 7 mL di Brain Heart InfusioBIfl, Infuso di cervello (solido) 12.5 g/L,
Infuso di cuore di bue (solido) 5.0 g/L, Proteogptone 10.0 g/L, Destrosio 2.0
g/L, Cloruro di sodio 5.0 g/L, Sodio fosfato monimc2.5 g/L; Oxoid) che sono
stati posti ad incubare a 37°C per 20 ore. Trascoase periodo in cui il
patogeno raggiunge una carica di circa 9 Log UFCséimé prelevato 1 ml della
brodo-coltura e si sono eseguite diverse diluiziseriali decimali fino a
raggiungere livelli di carica cellulare di 8, 6 ol4g UFC/ml in una beuta
contente 5 L di soluzione fisiologica sterile (FigX). Tali sospensioni cellulari
sono state successivamente utilizzate per readizéigelli di inoculo sulla

superficie delle mele rispettivamente di 7, 5 eo§ WUFC/frutto. A tale scopo, le
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sospensioni sono state trasferite in un sacchedtoaptoclave contenente un
cestello forato in cui sono state poste 15 mele. nige sono rimaste in
immersione nelle soluzioni contenehisteria monocytogenes6Ly per 2 minuti
sotto agitazione (Figura X), in modo che le cellmerobiche potessero aderire
alla superficie. Trascorso tale periodo, le meleosstate raccolte e lasciate ad
asciugare per circa mezzora in vaschette di allunposte sotto cappa chimica.
Quando le mele sono risultate asciutte, si € puttoedlla analisi microbiologica
del campione il controllo, costituito da 3 meler gerificare I'effettiva adesione
del patogeno sulla superficie della mela; contdsteate si sono realizzati i

trattamenti di decontaminazione mediante lavaggiole soluzioni sanitizzanti.

Figura 21: Beuta con la brodo-coltura di L. monoaygenes 56 Ly utilizzata per

I'inoculo delle mele
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Figura 22: Fase di inoculo delle mele con L. mondogenes 56Ly

5.3.2 Trattamento di sanitizzazione delle mele
| trattamenti di decontaminazione delle m@elden Deliciousdeliberatamente
contaminate corListeria monocytogeneS6 Ly a livelli did0 3, 5 e 7 Log
UFCl/frutto, sono stati fatti mediante lavaggi innm@rsione nelle seguenti
soluzioni:
- soluzione di ipoclorito di sodio con un contenuta@ldro attivo pari a 50,
100 e 200 ppm.

- acqua elettrolizzata con un contenuto di clorovatpari a 50, 100 e 200

ppm.

In 10L di ogni soluzione sono state inserite 12araie sono state mantenute in
immersione a temperatura ambiente per 5, 10, 2®M anBwti (Figura X).
Trascorso tale tempo si € proceduto all’analisirabologica di 3 mele per ogni
condizione di lavaggio.
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Figura 23: Fase di lavaggio mediante immersione in soluziosenitizzante a base
ipoclorito di sodio 0 acqua elettrolizzata

Inoculo di L.
Mele non trattate monocytogenes 56Ly
(2 min)

Asciugatura dell'inoculo
sotto cappa (~30')

Lavaggio Campionamento

5.3.3 Analisi microbiologich

Al fine di valutare l'effetto dei diversi trattamerdi sanitizzazione sulle me
deliberatamente inoculate ciListeria monocyotgenes6Ly, ogni frutto & stat
posto in 50 ml di una soluzione fisiologica steli®9% NaCl, p/v) ed é sta
massaggiato manualmente per 2 minuti in modo checddule di L.
monocytogenes adese alla superficie delle mele potessero stac
permettendoneasi la dispersione nella soluzione ed il succespiatievo pel

'analisi. Per valutare il numero di cellule vitgliresenti, dalla sospensio
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cellulare cosi preparata (corrispondente alla dibmie 10" Figura XX), sono
state allestite delle diluizioni seriali decimah provette contenenti 9 ml di
soluzione fisiologica sterile.

Le opportune diluizioni sono state inoculate inspi@ Petri contenentiisteria
Selective Agar Bas@ormulazione di Oxford, Oxoid; Tabella 14) agaaim ed
addizionato del corrispondente supplemento setetfivabella 15). Le piastre
sono state quindi incubate a 37°C per 48 ore aiteedelle quali si & proceduto
al conteggio delle colonie con morfologia tipicd.dmonocytogened-igura 25).

| risultati sono riportati come valore medio e tgpondente deviazione standard

delle analisi effettuate su 3 mele.

Tabella 14: Composizione del terreno di coltura tasa Selective Agar Base
(formulazione di Oxford)

Columbia Blood Agar Base 39.0 g/L
Esculina 1.0 g/l
Ferro (ico) ammonio citrato 0.5¢g/L
Litio cloruro 15.0 g/l

Tabella 15: Composizione di un flacone di Listergelective Supplemet (Oxford)

Cicloesimide 200ng
Colistina solfato QA0ng
Acriflavina 2.5 mg
Cefotetan 1.0 mg
Fosfomicina .05ng

Il terrenoListeria Selective Agar Base (Oxfor@lbasato sulla formulazione
descritta da Curtiet al. 1989 ed e raccomandato per la ricercaldi
monocytogenes alimenti e campioni clinici. Per l'isolamentoper la
differenziazione diL. monocytogenesjuesto terreno utilizza cloruro di

litio, acriflavina, colistina solfato, cefotetanicloesimide e fosfomicina
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come agenti inibitori selettivi, ed esculina e atitr ferrico come indicatori.
L. monocytogeneslrolizza I'esculina e produce colonie circonddgeun
alone nero, dovuto alla formazione di compostidef@nolici di colore
nero, derivanti dall’aglicone (Figura Z). | batt&ram negativi risultano
completamente inibiti, mentre la maggior martealsfpecie Gram positive
non desiderate subiscono un arresto della cressada: alcuni ceppi di
enterococchi mostrano uno sviluppo scarso ed ur@lelereazione
all’esculina, generalmente dopo 40 ore di incub@zid®ossono sviluppasi
anche alcuni stafilococchi con colonie esculinaatieg. Le colonie tipiche
di L. monocytogenesisultano quasi sempre evidenti dopo 24 ore. Si
raccomanda, tuttavia, di prolungare l'incubazioee piteriori 24 ore, per
permettere il recupero dei ceppi a lenta crestcigaecniche di isolamento
variano a seconda degli autori e dipendono dal tipamateriale da
esaminare. L'arricchimento selettivo e larricchm® a freddo hanno
dimostrato di essere in grado di aumentare in msmificativo la
percentuale di isolamento da tutti i tipi di cammo L’efficacia diListeria
Selective Medium (Oxford stata dimostrata per molte matrici alimentari
anche da altri autori, che hanno seguito i metddutdizzato i terreni di

arricchimento selettivo descritti in letteratura.

Figura 24: piastre contenenti terreno selettivo LSA
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Tipica colonia diL. monocytogeneson cratere centrale

..

: -, == 'v- PE .

Figura 25: Colonie diL. monocytogene<sresciute su terreno Listeria
Selective Agar Base (formulazione di Oxford)

Figura 26: Campione di mela in soluzione fisiologiq10* UFC/ml)
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Figura 27: Banco di lavoro per campionamento micralogico

5.4 Valutazione dell'effetto di lavaggi con acqudetrolizzata sulla

microflora naturalmente contaminante la superficigelle mele

Al fine di valutare l'effetto di trattamenti saraganti con acqua
elettrolizzata sulla microflora naturalmente présesulla superficie di
mele Golden Deliciuossi € proceduto con lavaggi che prevedevano l'uso
delle seguenti soluzioni:
- soluzione di ipoclorito di sodio con contenuto thro
attivo pari a 50, 100 e 200 ppm.
- soluzione di ipoclorito di sodio con contenuto thro

attivo pari a 50, 100 e 200 ppm.

In 10L di ogni soluzione sono state immerse 12 nukle sono state
prelevate dopo 5, 10, 20 e 30 minuti di lavaggier Bgni condizione
(tempo di immersione e concentrazione in clorovattiella soluzione) si
sono analizzate 3 mele.

Ogni frutto e stato trasferito in sacchetti steglbntenenti 50 ml di
soluzione fisiologica sterile (0.9% NacCl, p/v), eédstato massaggiato

manualmente per 2 minuti in modo che i microrgansdesi alle superfici
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delle mele potessero staccarsi, permettendone laodispersione nella
soluzione ed il successivo prelievo per I'anal®r valutare il numero di
cellule vitali presenti nelle sospensioni cellulagdosi preparate
(corrispondenti alla diluizione 19, sono state allestite delle diluizioni
seriali decimali in provette contenenti 9 ml diwsnbne fisiologica sterile.
Le opportune diluizioni sono state inoculate inspi@ Petri contenenti il
terreno Plate Count Agar(Peptone universale 5g/L, estratto di lievito
2.5¢g/L, glucosio 1g/L, agar 17g/L, Oxoid). Dopoubazione delle piastre
a 25°C per 48 ore, si e contato il numero di caosviluppatesi
corrispondenti ai batteri mesofili aerobi totalia@te muffe (Figura 28).

Figura 28: Terreno agarizzato in piastra in cui sono sviluppate colonie di batteri
mesofili totali

5.5 Valutazione dell’effetto dei lavaggi con saaitnti sull'attivita

antiossidante e fenoli totali delle mele

Al fine di valutare le possibili modificazioni intte dai lavaggi con acqua

elettrolizzata ed ipoclorito di sodio su alcune greta funzionali delle
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mele, si &€ misurato il potere antiossidante medisedt del DPPH (Brand-
Williams et al, 1995) ed il contenuto in fenoli totali mediantenetodo di
Folin-Ciocalteu (Slinkarcet al., 1977). Queste determinazioni sono state
fatte sulla buccia di frutta esposta alle segussridizioni di trattamento:
- Lavaggio in acqua elettrolizzata per 5 minuti camtenuto in cloro
attivo pari a 200 ppm.
- Lavaggio in acqua elettrolizzata per 20 minuti comtenuto in cloro
attivo pari a 200 ppm.
- Lavaggio in acqua elettrolizzata per 5 minuti camtenuto in cloro
attivo pari a 50 ppm.
- Lavaggio in acqua elettrolizzata per 20 minuti comtenuto in cloro
attivo pari a 50 ppm.
- Lavaggio con ipoclorito di sodio per 5 minuti coontenuto in cloro
attivo pari a 200 ppm.
- Lavaggio con ipoclorito di sodio per 20 minuti coontenuto in cloro
attivo pari a 200 ppm.
- Lavaggio con ipoclorito di sodio per 5 minuti coontenuto in cloro
attivo pari a 50 ppm.
- Lavaggio con ipoclorito di sodio per 20 minuti coontenuto in cloro

attivo pari a 50 ppm.

5.5.1. Preparazione dell'estratto con soluzione aredlica

A seguito dei diversi trattamenti di lavaggio, lacbia delle mele e stata
raccolta, pesata, congelata a -80°C e liofilizzddapo aver subito il
processo di liofilizzazione le bucce sono statensizrate tramite frullatore
ad immersione.

Una volta sminuzzate, si € pesato 1 g di campidweecstato trasferito in
falcon ed e stato addizionato di metanolo al 70%) (in rapporto 1:10

(p/v). La miscela e stata posta in agitazione peord a temperatura
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ambiente e successivamente si € proceduto alazfiine utilizzando filtri
di carta Whatman n.1. |l filtrato e stato raccalofalcon da 15 ml ed

analizzato immediatamente.

5.5.2. Misura del potere antiossidante mediantett&PPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazile)

Per il saggio del DPPH e stato utilizzato il metododificato di Brand-
Williams et al. (1995). E stata preparata una soluzione metandlioa M
di DPPHe (2,2-difenil-1-picrilidrazile, Sigma- Alah) lo stesso giorno
dell’analisi. A questo proposito si sono pesato@® g di DPPH e si sono
diluiti in 250 mL di metanolo puro; la soluzionestata posta al buio ed in
frigo fino al momento del suo utilizzo. Per l'arsalsi € proceduto con la
preparazione di un bianco, costituito da 2.9 nibEPH 0.1 mM e 0.1 ml di
acqua distillata, e dei campioni, preparati aggamnmuyp a 2.9 ml di DPPH
0.1mM, 0.1 ml dell'estratto metanolico. | campiaoisi preparati sono stati
posti al buio per 30 minuti, dopodiché e stata maitul’assorbanza a 515
nm con uno spettrofotometro 6705 UV-Vis (JENWAY).

Lo strumento e stato precedentemente tarato cdrd8metanolo puro.
L’attivita anti-radicalica € stata calcolata comealove percentuale
attraverso la formula seguente:

% DPPH = (1-(Abs bianco — Abs campione) / Abs boghg 100

dove: Abs biancoe il valore di assorbanza della soluzione di irfento
contenente 100l di acqua bi-distillata, ment&bs campion& quello della
soluzione di DPPH con 10@l di campione dopo i 30 minuti di

incubazione. | dati sono la media di 2 ripetizioni.
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5.5.3. Analisi del contenuto in fenoli totali medise il metodo di Foli—
Ciocalteu (FC)

Il contenuto fenolico tote € stato determinato secondo il metodo
(Slinkardet al.,1977) con le seguenti modifiche. In un matraccid@anl
sono stati aggiunti 100l di estratto metanolico del campione e %0@el
reattivo di FC (SigmaAldrich). Successivamente sono slaggiunti 6 ml
di acqua bidistillata ed é stata agitata la soluzione. Dopmibuti sonc
stati aggiunti 40Qul di Na,COs (7.5%, p/v) e si e portato a volume ¢
acqua bidistillata. | campioni sono stati lasciati riposatebuio per 12(
minuti. Per la prparazione del bianco sono stati utilizzati 500 iykedttivo
di FC, 400ul di Na,CGQs; (7.5%, p/v) e 9.1 ml di acqua. Successivamel
stata misurata I'assorbanza a 765 nm con uno sfidtimetro 6705 U-
Vis (JENWAY). Per il calcolo del contenuto in fei totali, espressi come
mg/g di sostanza se(, € statacostruita una retta di taratura c

concentrazioni note di acido gallico (Figura Xyidultati sono la medidi

2 ripetizioni.
Acido gallico
0,4
0,3 y=0,7662x-0,0154 /

R?=0,996

L

20,2

< //
0,1

"

0 T T T T T
0] 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Concentrazione {(mg/ml)

0,6

Figura 29 : Retta di taratura con acido gallico utilizzata pta determinazione de
contenuto in fenoli totali
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5.6 Analisi chimiche delle soluzioni di lavaggio

Al fine di caratterizzare in termini chimici le saioni utilizzate per il lavaggio
delle mele e di valutarne eventuali modificazionieamine del trattamento della
frutta, sono state effettuate le analisi chimichelp determinazione di:

- pH

- ioni nitrato

- cloro attivo.

Tali analisi chimiche sono state effettuate su:

- Acqua distillata utilizzata per la produzione dadijua elettrolizzata e per
la diluizione delle soluzioni di lavaggio

- Acqua elettrolizzata prodotta dall'elettrolizzatd®A SYSTEM® 100
(non diluita).

- Soluzione sanitizzante dcqua Elettrolizzatadiluita per avere differenti
concentrazioni di cloro attivo (50, 100 e 200 pped)analizzata prima e
dopo il lavaggio delle mele.

- Soluzione sanitizzante ¢poclorito di Sodioa differenti concentrazioni di
cloro attivo (50, 100 e 200ppm) analizzata prim@opo il trattamento di

lavaggio delle mele.

5.6.1 pH

Per questa analisi e stato prelevato 1 ml di cangpido si € posto in tubi
Eppendorf (Figura X) e si e proceduto alla miswaegianalitica tramite pHmetro
BasiC 20 (Crison Instruments, Italia). Il dispositie stato calibrato con tamponi
a pH 7.0 e 9.0. Per ciascun campione e stata a#dclal media di tre ripetizioni
indipendenti.

\f

Figura 30: Eppendorf tubes 3810X
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5.6.2 loni nitrato

Dopo aver preparato una retta di calibrazione @bnzeoni acquose di NalN; a
20, 15, 10, 5 ppm, che in termini di ione nitratpu@algono a 3., 2.48, 1.65 e
0.825 ppm rispettivamente (figura X), per questaliansi sono prelevati 50 n
di soluzione (rappresentata dalle soluzioni stathdadalle soluzioni di lavaggi
delle mele) che sono stati diluiti 1:50 con acqisdilthta ed a cui si € giunto 1
ml di HCI 1N. Si € proceduto all’analisi allo spefotometro UV/VIS tarandol
con il bianco (costituito da 50 ml di acqua diatdl ed 1 ml di HCI 1N),
lunghezze d’onda di 220 e 275 nm. Per ogni campsmm® stati aliquotati i
cuvette di garzo 3 ml della soluzione precedentemente prepaase ne
misurata la densita ottic

Per ciascun campione e stata calcolata la medieliripetizioni indipendent
La concentrazione in nitrati (espressa come ppnN@;) e stata calcolat
attravers la formula seguent

x =1[(Y-Q/M)* 50]/14.0067 * 62.004

dove:Y e la lettura dellassorbanza a 275nm a cui e stataatta la lettura a 22
nm secondo la formula y= (A275n-2*A220nm); Q & lintercetta dellasse delle
ordinate della retta di taraturM € il coefficiente angolare della retta di taratt
50 si riferisce alla diluizione effettuata sul caome; 14.0067 g/mol é il pes

molecolare dell'azoto; 62.004 g/neé il peso molecolare dello ione nitre

Retta di taratura per la determinazione

17 dei nitrati
0,8
£ y=0,3007x-0,1653
c 0,6 - R?=0,9934
o
N 04 -
<
0,2
O T T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

ppm NO3-

Figura 31 Retta di taratura utilizzata per la determinazierdel contenuto in ion:
nitrato delle soluzioni di lavaggio delle mele pees esame
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5.6.3 Cloro attivo

Questa analisi si basa su una titolazione iodongetine utilizza come titolante il
tiosolfato di sodio (Nz5,03 0.1 M, Fluka). In una beuta da 100 ml si sono posti
10 ml di campione, 5 ml di GEOOH al 10% (v/v) e 5 ml di Kl al 10% (p/v). Il
volume di titolante e stato misurato quando, indinioni di equilibrio, si €
rilevato un viraggio di colore della soluzione dasso/giallo ad incolore
(Willson, 1935). Per ciascun campione e stata tatiwola media di due
ripetizioni indipendenti. La concentrazione di daattivo (espresso in mg/l) e

stata ottenuta utilizzando la seguente formula:

X ml titolante* 35.45 *(1000/100) = mg cloro &tV | di soluzione.
Dove: X sono i millilitri di tiosolfato di sodio (@M) utilizzati per portare la
soluzione da rosso ad incolore; 35.45 e il pesavatgnte del cloro attivo in
grammi; 100 deriva dal fatto che si sono utilizzZEi ml di campione e non 1l
per cui @ necessario tenere conto di un fattoreipfiohtivo di 1F; 1000 deriva
dal fatto che l'unita presente nei ppm sono i ngy, qui esiste un altro fattore

moltiplicativo di 1G: in totale il fattore moltiplicativo risultante ¥9.
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CAPITOLO 6 - RISULTATI

In questo lavoro si € voluto valutare se soluzidnacqua elettrolizzata neutra
(AE) possano essere impiegate come sanitizzantilgpelecontaminazione di
mele Golden Delicious A tale scopo si sono effettuati lavaggi delle enper
immersione in AE a differente contenuto di clortivat (50, 100 e 200 ppm)
verificando la riduzione della contaminazione stipete rispetto sia alla
microflora naturalmente presente, sia ad un patoghberatamente inoculato
sul prodotto,Listeria monocytogeneseppo 56 Ly. A tale proposito si e voluto
anche valutare [leffetto del livello di contaminaze iniziale di L.
monocytogenesull’efficacia dei lavaggi confrontandola con daebttenuta con
soluzioni di ipoclorito di sodio. Infine si e vadéto se il potere antiossidante ed
il contenuto in fenoli totali della buccia subiscomodificazioni a seguito dei

lavaggi con AE neutra od ipoclorito di sodio alendizioni adottate.

6.1. Analisi chimiche dell'acqua elettrolizzata

Al fine di valutare le principali caratteristichecemponenti chimiche dell'acqua
elettrolizzata, si sono effettuate analisi perdéedninazione del pH, contenuto in
cloro attivo e dello ione nitrato.

Dall’analisi dei dati riassunti in tabella 16 sigpuhiaramente notare come, alle
condizioni di processo adottate, I'elettrolisi ablieterminato dei significativi
cambiamenti. Infatti il pH € aumentato significatiiente passando dai valori
iniziali di 6.4 a 8.9. Inoltre si e registrato urastico incremento del cloro attivo
che, mediamente, ha presentato valori di circa 2Q00. Per contro le variazioni
in termini di ione nitrato sono risultate piu limie sebbene si sia comunque
avuto un aumento di tale specie chimica di cir@d%o.

Per le successive prove di lavaggio delle meleEI'A stata opportunamente
diluita in modo da avere soluzioni con un titolocioro attivo di 50, 100 e 200
ppm. Il confronto dei dati relativi al pH, conceattione dello ione nitrato e cloro

attivo delle soluzioni diluite cosi preparate eqgdielle di ipoclorito di sodio
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utilizzate come riferimento mostrano che i due fisoluzioni sanitizzanti

presentano sostanzialmente caratteristiche sitabe(la 17).

Tabella 16: Caratterizzazione chimica dell’acquaettolizzata ottenuta mediante
generatore EVA SYSTEM® 100 (Industrie De Nora S.p.A

Soluzione pH Cloro attivo lone nitrato
(mg/l) (Ppm)
Acqua* 6.39 +0.31 S 121.74 + 0.01
Acqua elettrolizzata 8.86 +0.32 2330.8+ 125 1457+ 4.3

*Utilizzata per la generazione di acqua elettrolia.
**Non rilevabile

Tabella 17: Caratterizzazione chimica dell’acqueettolizzata e delle soluzioni di
ipoclorito di sodio utilizzate per il lavaggio delimele

Soluzione pH Cloro attivo lone nitrato
(mg/l) (PPmM)
Acqua elettrolizzata
50 ppm 8.39 +0.21 46.09 + 2.1 123.6+3.5
100 ppm 8.63 +£0.23 105.5+1.3 141.4 +16.0
200 ppm 8.47 +0.07 202.1 +£10.0 125.9 7.2+
Soluzione di ipoclorito

50 ppm 8.26 +0.17 53.7+19 121.7+2.6
100 ppm 8.95 +0.21 104.8+ 1.4 137.2 +23.1
200 ppm 8.82 +0.09 203.84 £12.5 123.9+3.8

6.2 Effetto dei lavaggi con acqua elettrolizzata ipdclorito di sodio sulla

microflora contaminante la superficie delle mele

Al fine di valutare le potenzialita dell’acqua efetizzata per la riduzione della
contaminazione superficiale delle mele, si sonetefti lavaggi in soluzioni
caratterizzate da differente contenuto di clorovattompreso tra 50 e 200 ppm.
Tali valori sono stati definiti tenendo conto deld®ndizioni a cui viene
generalmente utilizzato nell’industria alimentaipdclorito di sodio che é stato
scelto come trattamento di riferimento. Per quaigfearda i tempi di lavaggio, si

e deciso di adottare condizioni non completamerdgispondenti a quelle
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utilizzate nell'industria alimentare, estendendtrattamento fino a 30 miny, in
modo da poter meglio valutare le dinamiche di imatione e la presenza di u
popolazione microbica resistente alle condizioadaggio adottat

Le analisi microbiologiche effettuate sulla meleilizaate per tale
sperimentazione hanno evideato come tale frutta presenti un livello inizii
della popolazione microbica abbastanza alto cowlrivalari a circa -6 Log
UFC/frutto per i batteri mesofili totali e (16 Log UFC/frutto per le muffe.

lavaggio realizzato con AE alla concentrazior cloro attivo piu bassa (50 ppt
ha determinato una riduzione del livello dei batteesofili totali di quasi 1 cicle
logaritmico gia dopo 5 minuti di trattamento anaptnte a quanto ottenuto ¢
la soluzione di ipoclorito (figura 32). Tuttavid, prolungamento del tempo

trattamento fino a 30 minuti non ha determinatosigmificativo miglioramentc
dell’efficacia del lavaggio. Va comunque evidenziahe un fenomeno analo

si € avuto in presenza di ipoclorito di so

Batteri mesofili totali
EIpoclorito (S0 ppm)

6 T T T ..:\" Cl|IlEI eIe]IJ';:IizzaIa15(111]11“!

Carica cellulare (Log UFC/frutto)
o

Non trattate 5 10 20 30
Tempo di trattamento (minuti)
Figura 32:. Valori di carica cellulare (Log UFC/frutto) relativi batteri mesdf aerobi
totali di mele prima e dopo il lavaggio con solumi@acquose di ipoclorito o acqu
elettrolizzata aventi un contenuto di cloro attitd 50 ppn

L’aumento della concentrazione di cloro attivella soluzione di lavaggio a 1(
ppm non ha comportato un sostanziale miglioramerdell’azione
decontaminante indipendentemente dal tipo di zamaitite utilizzato: infatti, si

con AE, che con l'ipoclorito di sodio i valori diduzione della carica culare
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dei batteri mesofili totali non hanno superato  WW~C/frutto anche estenden

il tempo di immersione della frutta fino a 30 minffigura 33).

- Batteri mesofili totali
mIpoclorito (100 ppm)

B Acqua elettrolizzata (100 ppm)

Carica cellulare (Log UFC/frutto)
-

Non trattate 5 10 20 30
Tempo di trattamento (minuti)

Figura 33: Valori di carica cellulare (Log UFC/fruto) relativi batteri mesofili aerob
totali di mele prima e dopo il lavaggio con soluzioni acquaiepoclorito o acque
elettrolizzata aventi un contenuto di cloro attidd 100 ppn

Solamente in presenza del contenuto massimo do caitivo (200 ppm
I'efficacia del lavaggio € aumentata determinauna riduzione massima de
contaminazione di quasi 2 cicli logaritmici (figuB#). Questo risultato & ste

ottenuto dopo 30 minuti sia con I'AE, che con I'gharito.
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Figura 34: Valori di carica cellulare (Log UFC/fruto) relativi ai batteri mesofil
aerobi totali di mele prima e dopo il lavaggio cepluzioni acquose di ipoclorito
acqua elettrolizzata aventi un contenuto di clortigo di 200 ppn
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A differenza dei bieri mesofili totali, le muffe contaminati la sufieie delle
mele sembrano essere maggiormente sensibili agd@vn i due sanitizzani
Infatti utilizzando la concentrazione piu bassachtiro attivo, si sono avui
riduzioni di vitalita di circa 1. e 2 Log UFC/frutto rispettivamente per I'AE

I'ipoclorito gia dopo 5 minuti di lavaggio (figui3b).

Mufte

mIpoclorito (50 ppm)

H Acqua elettrolizzata (5? ppm)

Carica cellulare (Log UFC/frutto)
o

Non trattate 5 10 20 30

Tempo di trattamento (minuti)

Figura 35: Valori di carica cellulare (Log UFC/fruto) relativi alle muffe di mele
prima e dopo il lavaggio con soluzioni acquose pibclorito o acwa elettrolizzate
aventi un contenuto di cloro attivo 50 ppm

Analogamente a quanto osservato per la contamin@diatterica, anche nel ce
delle muffe il prolungamento del tempo di lavaggmn ha migliorato I'effettc
decontaminate di tale operaziiindipendentemente dal sanitizzante utilizzat
parametro che sembra influire maggiormente sui€atfia e invece |
concentrazione del cloro attivo come risulta albdiamt chiaramente d
confronto con le figure relative ai trattamentpiresenza c100 (figura 36) e 20
(figura 37) ppm di cloro. Infatti in entrambe lenchizioni si sono avuti livell
medi di riduzione delle muffe di oltre 2 unita legaiche dopo il trattamento pi
breve (5 minuti). E’ inoltre interessante rilevactee I'AE ha mosato un

comportamento del tutto analogo alla soluziongdciorito
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Figura 36: Valori di carica cellulare (Log UFC/fruto) relativi alle muffe di mele

prima e dopo il lavaggio con soluzioni acquose pibclorito o acqua elettrolizzat

aventi un contento di cloro attivo di_ 100 ppm

Mufte

mIpoclorito (200 ppm)
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Figura 37: Valori di carica cellulare (Log UFC/fruto) relativi alle muffe di mele
prima e dopo il lavaggio con soluzioni acquose pibclorito o acqua elettrolizzat
aventi un contenuto di cloro attivo (200 ppm

6.3 Effetto dei lavaggi con acqua elettrolizzata od ipattto di sodio sul

livello di Listeria monocytogene

Nella successiva parte della ricerca si e valdtetficacia dell’AE nei confronti
di un patogenad..isteria monocytogen ceppo 56Ly, frequentemente ritrovatc
diversi prodotti alimentari tra cui frutta e vedefaeschi. A tale scopo ques
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microrganismo e stato deliberatamente inoculatia swiperficie delle mele a t
differenti livelli di contaminazioneld7, 5-6 e 3.0g UFC/frutto. Sebbene i livel
piu alti non siano rappresentativi di condizionaligil loro utilizzo si rende
necessario per meglio evidenziare l'eventuale atez tra I'efficacia de
sanitizzante e grado contaminazione del microrgamisrget

Dall’analisi dellafigura 38, che fa riferimento alle prove in (L. monocytogene
56 Ly e stata inoculata al livello maggiolll 7 Log UFC/frutto), si puo notal
come tale microrganismo sia sensibile allAE andweando utilizzata all
massima diluiziongcorrispondente a 50 ppm di cloro libero): infalbpo 5
minuti di trattamento si € avuta una perdita daht& di oltre 2 cicli logaritmici
Analogamente a quanto osservato per la microflanataeninante le mele,
prolungamento del lavaggio fino a minuti non ha comportato alct
miglioramento in termini di decontaminazione. Quoestesso risultato, tuttavi

si € avuto anche per il sanitizzante di riferimetitpoclorito di sodio

L. monocytogenes S6Ly - 7 Log UFC/frutto
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Figura 38: Curve di sopravvivenza di L. monocytogenb6 Ly ddberatamente
inoculata in mele (hoculo: 6.9 Log UFC/fruttc) sottoposte a lavaggio con acq
elettrolizzata o ipoclorito di sodio aventi un camuto di cloro attivo d50 ppm

All'aumentare del cloro attivo nelle soluzioni alk@ncentrazione di 100 ppi
I'efficacia del lavaggio con AE, a parita di gradiocontaminazione iniziale[17

Log UFC/frutto), € migliorata: infatti la massim@uzione di vitalita e stata «
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circa 4 cicli logaritmici, peraltro registrata gi@po 5 minuti di immersione del

mele (figura

39).

-2

Sopravvissuti (Delta Log UFC/frutto)
tn

-8

L. monocytogenes 56 Ly - 7 Log UFC/frutto

Tempo dilavaggio (minuti)

k 3 10 1 20 2

th ~

30 3

tn
th 7|

N g

Figura 39

: Curve di sopravvivenza di L. monocytogenes 56 Lijb@eatamente
inoculata in mele (hoculo: 7.2 Log UEC/fruttc) sottoposte a lavaggio con acq
elettrolizzata o ipoclorito di sodio aventi un camuto di cloro attivo d100 ppm

A questa stessa concentrazione lipoclorito semdsaere caratterizzato

un’efficacia superiore (di circa 1 unita logaritmjcanche se va sottolineato ct

dati sperimentali hanno presentato una notevol@abiita. La sensibilita dL.

monocytogeneS6 Ly al contenuto di cloro attivo nella soluziodielavaggio €

evidenziabile anche dalla figura 40 relativa atiigioni a 200 ppm

Uso di acqua elettrolizzata per la decontaminazdmeele
Simone Mazzini - 2015

120



0

-1

o

b

|
th

|
[=))

-1

Sopravvissuti (Delta Log UFC/Frutto)
=

1
(=]

L. monocytogenes S6Ly-7 Log UFC/frutto

Tempo dilavaggio (minuti)

k 5 10 1

o

30 3

th 7|

\\ 5 20. z. - |
\ W M

\ TN\

| :
: -K+

Figura 40: Curve di sopravvivenza di L. monocytoges56 Ly deliberatamen
inoculata in mele (hoculo: 7.1Log UFC/frutto) sottoposte a lavaggio con acq
elettrolizzata o ipoclorito di sodio aventi un camuto di cloro attivo d200 ppm

Infatti, dopo il lavaggio piu breve (5 minuti), Bo di AE ha portato ad un livel

di inattivazione di circa 6 cicli lcaritmici che si € mantenuto pressoché invai

anche per i lavaggi piu prolungati. Per contro, Eigoclorito si € raggiunta un

riduzione massima di circa 5 cicli logaritmi

| trattamenti su frutta con un minor livello di daminazione iniziale (-6 Log

UFC/frutto) di L. monocytogent 56 Ly hanno mostrato che l'uso di u

soluzione di AE con 50 ppm di cloro attivo deteraimna dinamica

inattivazione diL. monocytogen: 56Ly (figura 41) sostanzialmente simile

quella registrata con frutta ave la piu alta contaminazione iniziale (figura 3

raggiungendo, in entrambi i casi, valori di ablma#gnto di circa 3 cicl

logaritmici.
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L. monocytogenes 56 Ly - S Log UFC/frutto
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Figura 41: Curve di sopravvivenza di L. monocytoges56 Ly deliberatamen
inoculata in mele (hoculo: 5.6 LogUFC/frutto) sottoposte a lavaggio con acq
elettrolizzata o ipoclorito di sodio aventi un camuto di cloro attivo d50 ppm

Analogamente, anche in presenza di soluzioni di&sj come di ipoclorito, cc
100 ppm di cloro disponibile I'efficacia deivaggi € risultata confrontabi
(figura 42) con quella ottenuta con mele inoculada L. monocytogen: ad un
livello di 7 Log UFC/frutto (figura 39): in entrareble prove infatti la massin

disattivazione raggiunta e stata -5 unita logaritmiche.

L. monocytogenes S6Ly - 5 Log UFC/frutto
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Figura 42: Curve di sopravvivenza di L. monocytoge®ésLy deliberatament
inoculata in mele (hoculo: 5.8 Log UFC/fruttc) sottoposte a lavaggio con acq
elettrolizzata o ipoclorito di sodio aventi un camuto di cloro attivo d100 ppm
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Nell'ultima serie di prove che sono state effetuai sono utilizzate mele

inoculate corl.. monocytogenes6 Ly ad un livello maggiormente rispondente a

situazioni reali,[ 1 3 Log UFC/frutto. Dai risultati riportati in tabdal 18 si puo

notare come il lavaggio con AE abbia determinatcolapleta inattivazione d.

monocytogeneS6 Ly, anche in presenza del minor contenuto aliochttivo (50

ppm), gia dopo 2 minuti di trattamento.

Tabella 18: Effetto di trattamenti di lavaggio casoluzioni di ipoclorito od acqua
elettrolizzata a differente contenuto di cloro aiti (50, 100, 200 ppm) sul numero di
cellule vitali di L. monocytogenes 56Ly (Log UFCiito) deliberatamente inculata

sulla superficie di mele Golden Delicious ad undilo di /73 Log UFC/frutto.

Campione/ 50 ppm 100 ppm 200 ppm
tempo di Acqua Acqua Acqua
|(aV_agitJ_i)0 Ipoclorito | elettrolizzata | Ipoclorito | elettrolizzata | Ipoclorito | elettrolizzata
minuti
Controllo 3.17 £0.23 3.02 £0.40 2.64 £0.24
(Non trattato)
2 <1 <1 <1 <1 <1 <1
5 <1 <1 <1 <1 <1 <1
7 <1 <1 <1 <1 <1 <1
15 <1 <1 <1 <1 <1 <1

Questi dati suggeriscono pertanto che in condizieali, 'acqua elettrolizzata

puo rappresentare una buona soluzione alternatii@oelorito per prevenire il

rischio legato alla sopravvivenzaldimonocytogenes

Un altro spetto interessante in previsione di wmarh applicazione e che le

caratteristiche chimico-fisiche prese in esameldt (pH, contenuto di ione

nitrato e cloro attivo) rimangono sostanzialmentenutate a seguito dell’utilizzo

per il lavaggio delle mele, anche per il tempo piolungato, analogamente a

quanto rilevato per la soluzione di ipoclorito (frg da 43 a 51).
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10,0

pH

prima dopo30' prima ‘ dopo 30’

IPO 50 AF 50
Soluzione sanitizzante

Figura 43: Valori di pH della soluzione di ipoclotd (IPO) e dell’acqua elettrolizzat
(AE) prima e dopo il lavaggio delle mele. La con¢szione inizide di cloro attivo di
entrambe le soluzioni sanitizzanti € /750 ppm

Cloro attivo

Concentrazione (mg/l)

prima dopo 307 prima dopo 30’

IFO 50 AE 50

Soluzione sanitizzante
Figura 44: Contenuto in cloro attivo della soluziendi ipoclorito (IPO) e dell’'acquz
elettrolizzata (AE) prima e dopo il lavaggio delieele. La concentrazione iniziale
cloro attivo di entrambe le soluzioni sanitizzastidi /50 ppn
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Figura 45: Contenuto in ione nitrato della soluzi@ndi ipoclorito (IPO) e dell'acqui
elettrolizzata (AE) prima e dopo il lavaggio delieele. La concentrazione iniziale
cloro attivo di entrambe le soluzioni sanitizzagtidi /750 ppn

prima dopo3 (0 prima ‘ dopo 30

IPO 100 AF 100
Seluzionesanitizzante

Figura 46: Valori di pH della soluzione di ipoclorito (IPO) dell’acqua elettrolizzat:
(AE) prima e dopo il lavaggio delle mele. La con¢eazione iniziale di cloro attivo @
entrambe le soluzioni sanitizzanti € /7100 ppm
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Cloro attivo
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Figura 47: Contenuto in cloro attivo della soluzi@ndi ipoclorito (IPO) e dell’acqu
elettrolizzata (AE) prima e dopo il lavaggio delieele. La concentrazione iniziale
cloro attivo di entrambe le soluzioni sanitizzatidi /7100 ppn
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Figura 48: Contenuto in ione nitrato della soluzione di iplarito (IPO) e dell'acqua
elettrolizzata (AE) prima e dopo il lavaggio delieele. La concentrazione iniziale
cloro attivo di entrambe le soluzioni sanitizzatidi /7L00 ppn
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Figura 49: Valori di pH della soluzione di ipoclotd (IPO) e dell’acqua elettrolizzat
(AE) prima e dopo il lavaggio delle mele. La con¢szione iniziale di cloro attivo @
entrambe le soluzioni sanitizzanti € /7200 ppm
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Figura 50: Contenuto in cloro attivo della soluziendi ipoclorito (IPO) e dell’acquz
elettrolizzata (AE) prima e dopo il lavaggio delieele. La concentrazione iniziale
cloro attivo di entrambe le soluzioni sanitizzatidi /7200 ppn

Capitolo 6 —Risultati 127



Tone nitrato

200
_—
i 150
=
=]
E 100 SN DU [ [ W—
g
-
g LI E— OEE—— SE— E— E—
)

0 _
prima dopol0'e 30 prima dopol0'e 30
PO 200

Soluzione sanitizzante

Figura 51: Contenuto in ione nitrato della soluzione di ipoclito (IPO) e dell’acqua
elettrolizzata (AE) prima e dopo il lavaggio delieele. La concentrazione iniziale
cloro attivo di entrambe le soluzioni sanitizzamtidi 7200 ppn

6.4 Effetto dei lavaggi cc acqua elettrolizzata od ipoclorito di soc

sull'attivita antiossidante e fenoli tota

Al fine di verificare se l'uso di AE per la decontmazione superficiale del
mele possa influenzare anche alcuni proprieta tgtiak del prodotto, si sor
effetiuate determinazioni del dell'attivitd antiossidafeediante test DPPH)
dei fenoli totali della buccia di frutta immediatante dopo il lavaggio cc
soluzioni di AE ed ipoclorito di sodio contenti 8200 ppm di cloro attivo. Di
risultati riportati nda figura 52 si puod osservare come nessuna dehédizioni
di lavaggio adottate, sia in termini di tempo, afieconcentrazione di clor

disponibile, abbia indotto variazioni significatidell’attivita antiradicalice
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Condizioni di lavaggio
Figura 52: Attivita antiossidante (DPPH) della buccia di mele sottopoatlavaggic
con soluzioni di ipoclorito od acqua elettrolizzagadiverso contenuto di cloro attiv
(50 0 200 ppm) per 5 0 20 minuti

Per contro, si é registrata una sensibile dimimeidel contenuton fenoli a

hY

seguito dei lavaggi che, tuttavia, e stata delotudbnfrontabile con quell

determinato dall'ipoclorito (figura 53

Contenuto di fenoli totali in buccia di mele
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40 HAcqua elettrollzzata
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Condizioni di lavaggio
Figura 53: Contenuto in fenoli totali della buccidi mele sottoposte a lavaggio ¢
soluzioni di ipoclorito od acqua eltrolizzata a diverso contenuto di cloro attivo (6(
200 ppm) per 5 0 20 minuti
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CAPITOLO 7 - CONCLUSIONI

L’'obiettivo principale di questa sperimentaziones&to quello di valutare
'efficacia di soluzioni di acqua elettrolizzata datilizzarsi per la
decontaminazione di mele mediante lavaggio per irsiiee.

In generale tale tecnica di disinfezione ha datonbuisultati in termini di
riduzione di vitalita sia della microflora naturante presente sulla superficie
delle mele, che di un patogeno tardasteria monocytogenesieliberatamente
inoculato sulla frutta. Infatti, anche a seguitolairaggi piu brevi (5 minuti) e
nelle condizioni piu blande (50 ppm di cloro atdigd sono ottenuti livelli medi
di abbattimento di 1 ciclo logaritmico della popotane batterica mesofila.

Se da un lato tali valori possono sembrare limititI'altro va considerato che
gli stessi risultati sono stati ottenuti con lausmbne di ipoclorito, scelto come
sanitizzante di riferimento. Inoltre, € ampiamemigortato dalla letteratura
internazionale che i microrganismi riescono aditmafisi attraverso le lenticelle
della superficie dei frutti, oltre al fatto che poso formare biofilm batterici o,
guantomeno, aderire alla superficie formando uneurota microbica ben
consolidata e di difficile rimozione.

Tali condizioni riducono in modo significativo I'gfacia dei trattamenti con
sanitizzanti chimici (Burnetet al., 2000), cosi come dei trattamenti fisici o di
altri metodi adottati per ridurre o rimuovere i nuyanismi.

Per contro, i risultati ottenuti in questa speritagione hanno evidenziato che la
popolazione fungina € piu sensibile, rispetto algumatterica, ai lavaggi sia con
'acqua elettrolizzata, che con la soluzione dicipdato. Complessivamente si €
infatti raggiunta una perdita di vitalitd compresa 1.5 e 2 cicli logaritmici
utilizzando soluzioni di acqua elettrolizzata comauconcentrazione di cloro
attivo di 100 e 200 ppm: tali valori sono risultael tutto simili a quelli del
sanitizzante di controllo.

Un altro aspetto che € emerso dal confronto deitai ottenuti alle diverse
condizioni prese in esame e che, in generale, idaffa dei trattamenti

sanitizzanti e influenzata soprattutto dalla comr@eione del cloro attivo, mentre
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il tempo di trattamento non sembra essere un pdran@® rilevo. Questa
considerazione trova riscontro sia nei dati relaéila microflora batterica e
fungina naturalmente presente sulle mele, che petlee in cui la frutta e stata
deliberatamente inoculata cbrsteria monocytogenes

Per questo microrganismo si sono ottenuti livellassimi di abbattimento
compresi tra 3 e 5-6 cicli logaritmici in funziodel contenuto in cloro, oltre che
del livello di contaminazione iniziale. Graga al (2011) hanno riportato livelli
medi di inattivazione di patogeni qudlisteria innocua E. coli e Salmonella
choleraesuiompresi tra 1.2 e 2.4 unita logaritmiche di melg&zzi a seguito
di lavaggi della durata di 30 minuti con acquateddzzata acida, mentre per
guella neutra I'azione battericida e risultata dhone entita.

D’altra parte riduzioni della carica batterica tetanon eccedenti 1 ciclo
logaritmico sono state osservate da Tomas-Callejasl (2011) per mizuna
minimamente trattata a seguito di lavaggio per Buthicon acqua elettrolizzata
neutra.

Le notevoli differenze evidenziate in termini dfiedcia dei lavaggi con acqua
elettrolizzata delle mele deliberatamente inocutatel. monocytogenes della
frutta contaminata dalla microflora naturale, possoessere ricondotte a
differenti fattori quali: una intrinseca e naturaldferenza nella sensibilita a
condizioni di stress chimico-fisico di specie migiche differenti pit o meno
adattate al sistema oggetto di studio; la presehizana comunita microbica
complessa, rispetto ad una singola specie/cepploedaiamente inoculato nella
matrice oggetto di studio, che aumenta statisticéenéa probabilita di avere
microrganismi dotati di elevata resistenza; la niaggadesione e/o formazione
di biofilm sulla superficie del frutto precedentemteriportata.

Tutti questi aspetti critici devono essere ben rchgatenuti in considerazione
qualora si debba procedere all'ottimizzazione detliedizioni di processo al fine
di garantire I'ottenimento di alimenti sicuri da panto di vista microbiologico.
Ciononostante, i risultati di questa sperimentagj®ebbene preliminari, hanno
evidenziato che l'acqua elettrolizzata pu0 essemesiderata una tecnica di
decontaminazione promettente: infatti oltre ad @ven’azione sanitizzante

simile all'ipoclorito nei confronti della microflar naturale, e di ridurre il rischio
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associato alla presenza Hi monocytogenesnon ha indotto modificazioni
significative di un parametro qualitativo che ctearza tale frutto quale
l'attivitd antiossidante determinata, in larga mésudall’elevato contenuto in

fenoli.

Uso di acqua elettrolizzata per la decontaminazdmeele 132
Simone Mazzini - 2015



Bibliografia

- Code of Federal Regulations N®21CFR173.315 Chemicals used in
washing or to assist in the peeling of fruits argj@tablesTitle 21, Part
173, Section 173.315.

- Code of Federal Regulations N@1CFR182.1778Sodium phosphate
Title 21, Part 182, Section 182.1778.

- Code of Federal Regulations No 21CFR184.100%Direct food
substances affirmed as Generally Recognized as sfeg of specific
substances affirmed as GRAS, Acetic ATide 21, Part 184, Subpart B,
Section 184.1005.

- Abadias M., Alegre I., Usall J., Torres R., Vinas Evaluation of
alternative sanitizers to chlorine disinfection foeducing foodborne
pathogens in fresh-cut appleostharvest Biology and Technology. 2011,
59: 289-297.

- Abadias M., Cafiamas T.P., Asensio A., Anguera M., VinaWlicrobial
quality of commercial Golden Delicious’apple throughout production
and shelf-life in Lleida (Catalonia, Spain)nternational Journal of
Microbiology. 2006, 108: 404-409.

- Abadias M., Alegre 1., Usall J., Torres R., Vinas Evaluation of
alternative sanitizers to chlorine disinfection foeducing foodborne
pathogens in fresh-cut applBostharvest Biology and Technology. 2011,
59: 289-297.

Capitolo 8 — Bibliografia 133



- Advisory Committee on the Microbiological Safety onFood (MSF).

Ad hoc group on vulnerable groups. Report on tleeeiased incidence of
listeriosis in the UKFood Standards Agency. 2009.

- Aharoni Y., Copel A., Fallik E.-The use of hydrogen peroxide to control

postharvest decay on “Galia” melon&nnals of Applied Biology. 1994,
125(1): 189-193.

- Alakomi H.L., Skyttad E., Saarela M., Mattila-Sandholm T., Lalala
K., Helander I.M.Lactic acid permeabilizes Gram-negative bacteria by
disrupting the outer membrane.Applied and Environmental
Microbiology. 2000, 66: 2001-2005.

- Alegre I. ,Abadias M., Anguera M., Oliveira M., Vifias Factors

affecting growth of foodborne pathogens on minignpliocessed apples.
Food Microbiology. 2009, 27: 70-76.

Al-Hag M.1., Seo Y., Oshita S., Kawagoe Fungicidal effectiveness of

electrolyzed oxidizing water on post harvest browat of peach.
Horticultural Science. 2001, 36: 1310-1314.

Allerberger F., Wagner M.Listeriosis: a resurgent foodborne infection.
Clinical Microbiology and Infection. 201Q,6(1): 16-23.

- Amezaga M.R.,Davidson |., McLaggan D., Verheul A., Abee T., Boo
I.LR. The role of peptide metabolism in the growth bisSteria

monocytogenesATCC 23074 at high osmolarityMicrobiology. 1995,
141: 41-49.

- Anino S.V., Salvatori D.M., Alzamora S.MChanges in calcium level
and mechanical properties of apple tissue due tpragnation with

calcium saltsFood Research International. 2006, 39: 154-164.

Uso di acqua elettrolizzata per la decontaminazdmeele 134
Simone Mazzini - 2015



- Annous B.A., Becker L.A., Bayles D.O., Labeda D.P., Wilkinson]B
Critical role of anteiso-C15:0 fatty acid in the awth of Listeria
monocytogenesat low temperatures.Applied and Environmental
Microbiology. 1997, 63: 3887-3894.

- Badosa E.,Trias R., Parés D., Pla M., Montesinos N&icrobiological
quality of fresh fruit and vegetable products int&ania (Spain) using
normalised platecounting methods and real time polymerase chain
reaction (QPCR)Journal of the Science of Food and Agriculture.&00
88: 605-611.

- Bakkali F., Averbeck S., Averbeck D., Zhiri A., Baudoux D.atwmar
M. Antigenotoxic effects of three essential oils implad yeast
(Saccharomyces cerevis)aater treatments with UVC radiation, 8-MOP
plus UVA and MM3Mutation Research. 2006, 606: 27-38.

- Baranyi J., Jones A., Walker C., Kaloti A., Rabinson T.P., d{ay,
B.M. A combined model for growth and subsequent thiemmaativation
of Brochothrix thermosphactépplied and Environmental Microbiology.
1996, 62: 1029-1035.

- Barbosa W.B., Cabedo L., Wederquist H.J., Sofos J.N., Schmid.G.
Growth variation among species and strainsLdadteria monocytogenes.
Journal of Food Protection. 1994, 57(9): 765—-769.

- Bari M.L., Inatsu Y.; Kawasaki S.; Nazuka E.; Isshiki, ®alcinated
calcium killing of Escherichia coliO157:H7, Salmonella and Listeria
monocytogenen the surface of tomatoedournal Food Protection.
2002, 65: 1706-1711.

Capitolo 8 — Bibliografia 135



- Bayles D.O., Wilkinson B.J.Osmoprotectants and cryoprotectants for
Listeria monocytogenetetters in Applied Microbiology. 200@B0(1):
23-27.

- Bayles M., Darrell O., Bassam A., Annous B., WilkinsonClold stress
proteins induced irListeria monocytogenem response to temperature
downshock and growth at low temperaturggplied and Environmental

Microbiology. 1996, 62(3): 1116-1119.

- Belletti N., Lanciotti R., Patrignani F., Gardini Antimicrobial efficacy
of citron essential oil on spoilage and pathogemeroorganisms in
fruit-based saladsJournal of Food Science, 2008, 73: 331-338.

- Belletti N., Sado Kamdem S., Patrignani F., Lanciotti R., dlgvA.,
Gardini, F. Antimicrobial activity of aroma compounds against
Saccharomyces cerevisiaad improvement of microbiological stability
of soft drinks as assessed by logistic regressidpplied and
Environmental Microbiology. 2007, 73: 5580-5586.

- Beuchat L. Pathogenic microorganisms associated with freshdpoe
Journal of Food Protection. 1996, 59(2): 204-216.

- Beuchat L.R. Listeria monocytogenesncidence on vegetables:ood
Control. 1996, 7: 223-228.

- Beuchat L.R. Surface decontamination of fruit and vegetablegmraaw:
a review Food Safety Unit, World Health Organization.
WHO/FSF/FOS/98.2. 1998.

- Biely P., Slavikova E.Distribution of pectin-degrading activities among
yeastsZentralblatt fir Mikrobiologie. 1990, 145: 345-351.

Uso di acqua elettrolizzata per la decontaminazdmeele 136
Simone Mazzini - 2015



- Block, S.S., Peroxygen compounds, in disinfection, sterilizatiand
preservation4th ed. Ed. Lea & Febiger, Philadelphia, 1991, twdqpi 9.

- Bloomfield S.F., Miles G.A. The antibacterial properties of sodium
dichloroisocyanurate and sodium hypochlorite foratigns.Journal of

Applied Bacteriology. 1979, 46: 65-73.

- Boyette M.D., Ritchie D.F., Carballo S.J., Blankenship S.M., &as
D.C. Chlorination and postharvest disease conttdbrt Technolgy. 1993,

3: 395-400.

- Brand-Williams W., Culivier M.E., Berset CUse of free radical method
to evaluation of antioxidant activitylLebensmittel-Wissenschaft &

Technologie - Food Science and Technology. 1998,)285-30.

- Bruni R., Medici A., Andreotti E., Fantin C., Muzzoli M., besa M.
Chemical composition and biological activities ephingo essential oil,
a traditional Ecuadorian spice fronOcotea quixos(Lam.) Kosterm.

(Lauraceagflower calicesFood Chemistry. 2003, 85: 415-421.

- Buchanan R.L., Golden M.H., Whiting R.C., Philips J.G., Smith J.L
Nonthermal inactivation models fduisteria monocytogeneslournal of

Food Science. 1994, 59: 179-188.

- Buck J.W., lersel M.W., Oetting R.D., Hung Y.Qn vitro fungicidal
activity of acidic electrolyzed oxidizing watd?lant Disease. 2002, 86:

278-281.

- Burnett S.L., Chen J., Beuchat L.RAttachment ofEscherichia coli
0157:H7to the surfaces and internal structures of applesiatected by

Capitolo 8 — Bibliografia 137



confocal scanning laser microscopyApplied and Environmental
Microbiology. 2000, 66(11): 4679-4687.

- Burt S. Essential oils: their antibacterial properties @npotential
applications in foods — a reviewlnternational Journal of Food
Microbiology, 2004, 94: 223-253.

- Caponigro V., Ventura M., Chiancone I., Amato L., Parente Exo FF.
Variation of microbial load and visual quality okady-to-eat salads by
vegetable type, season, processor and retaifend Microbiology. 2010,
27(8): 1071-1077.

- Carratu B., Sanzini E.Sostanze biologicamente attive presenti negli
alimenti di origine vegetaléAnnuario istituto superiore della sanita. 2005,
41:7-16.

- Castillo A., Lucia LM, Roberson DB, Stevenson TH, Mercado I, #hcu
GR. Lactic acid sprays reduce bacterial pathogens okl txeef carcass
surfaces and in subsequently produced ground béefirnal Food
Protection. 2001, 64(1): 58-62.

- Chambers C.W., A procedure for evaluting the efficienty of baceri
agent.Milk Food Technology. 1956, 19: 183-187.

- Chand-Goyal T., Spotts R.APostharvest biological control of blue mold
of apple and brown rot of sweet cherry by naturaprephytic yeasts
alone or in combination with low doses of fungisidgiological Control.
1996, 6: 253-259.

- Choi H.K., Schaack M.M., Marth E.H.Survival of Listeria
monocytogenedn cultured buttermilk and yogurtMilchwissenschatft.
1988, 43: 790-792.

Uso di acqua elettrolizzata per la decontaminazdmeele 138
Simone Mazzini - 2015



- Cleveland J.,Montville T.J., Nes I.F., Chikindas M.IBacteriocins: safe,
natural antimicrobials for food preservatiorinternational Journal of
Food Microbiology. 2001, 71: 1-20.

- Commissione Europea (EC) Regolamento No 2073/2008el 15
Novembre 2005 sui criteri microbiologici per gliraénti. Official Journal
of the European Union. 2005, 338:1-26.

- Curtis G.D.W. A selective differential medium for the isolatidr_steria

monocytogenes.etters in Applied Microbiology. 1989, 8: 95-98.

- D’Amato D., Sinigaglia M., Corbo M.RUse of chitosan, honey and
pineapple juice as filling liquids for increasinge microbiological shelf
life of a fruit-based saladinternational Journal of Food Science and
Technology. 2010, 45: 1033-1041.

- Da Silva N., Taniwaki M.H., Junqueira C.A., De Arruda Silvera, N
Donascimento M., Gomes R.A. Listeria monocytogemésrobiological
examination methods of food and watestitute of Food Technology.
2013, 197-215.

- De Azeredo G.A.,Stamford T.L.M., Nunes P.C., Gomes Neto N. J., de
Oliveira M.E.G., de Souza E. ICombined application of essential oils
from Origanum vulgare L. and Rosmarinusofficinalis L. to inhibit
bacteria and autochthonous microflora associatedthwiminimally
processed vegetableFood Research International. 2011, 44(5): 1541—
1548.

- De Cicco V., Bertolini P., Salerno M.GPatologia post-raccolta dei

prodotti vegetaliEd. Piccin-Nuova Libraria. 2008.

Capitolo 8 — Bibliografia 139



- De Oliveira M. A., Abeid Ribeiro E.G., Morato Bergamini A.M., Peeei
De Martinis E.C Quantifi cation ofListeria monocytogeneis minimally
processed leafy vegetables using a combined métmet on enrichment
and 16S rRNA real-time PCRood Microbiology. 2010, 27: 19-23.

- Deak, T., Beuchat L.R.ldentification of foodborne yeastdournal of
Food Protection. 1987, 50: 243-264.

- Delaquis P.J., Ward S.M., Stanich, K.Evaluation of pre-pressing
sanitary treatments for the destruction EB$cherichia coliO157:H7 on
apples destined for production of unpasteurizedlappice. Technical
Report No. 9901. Agriculture and Agri-Food CanaHacific Agri-Food
Research Centre, Summerland. 2000, BC VOH 1Z0.

- Delgado-Pelayo R., Gallardo-Guerrero L., Hornero-Méndez D.
Chlorophyll and carotenoid pigments in the peel #ledh of commercial

apple fruit varietiesFood Research International. 2014, 65: 272-281.

- Deng X.T, Shi J.J., Shama G., Kong M.Gffects of microbial loading
and sporulation temperature on atmospheric plasmactivation of
Bacillus subtilisspores Applied Physics Letters. 2005, 87: 153901.

- Deza M.A., Araujo M., Garrido M.J.Inactivation of Escherichia coli
0157: H7, Salmonella enteritidisand Listeria monocytogenesn the
surface of tomatoes by neutral electrolyzed wadtetters in Applied
Microbiology. 2003, 37(6): 482-487.

- Drysdale G.S, Fleet G.HAcetic acid bacteria in winemaking: A review.

American Journal of Enology and Viticulture. 1988; 143-154.

Uso di acqua elettrolizzata per la decontaminazdmeele 140
Simone Mazzini - 2015



- Duché O.,Trémoulet F., Glaser P., LabadieSalt stress proteins induced
in Listeria monocytogene#pplied and Environmental Microbiology.
2002, 68(4): 1491-1498.

- Eastern Regional Research Center (ERRC),United State of
Department of Agriculture (USDAPathogen Modeling Progran2003.

- Eifert J.D., Sanglay G.C.Chemistry of chlorine sanitizer and food
processingDairy, Food and Environmental Sanitation. 2004,722534-
538.

- Eliasson B., Kogelschatz U.Nonequilibrium volume plasma chemical

processinglEEE Transactions on Plasma Science. 1991, 188-41D77.

- Espina L., Somolinos M., Loran S., Conchello P., Garcia agéh R.
Chemical composition of commercial citrus fruit esssal oils and
evaluation of their antimicrobial activity actinglame or in combined
processest-ood Control. 2011, 22: 896-902.

- Fabrizio K.A., Cutter C.N.Stability of electrolyzed oxidizing water and
its efficacy against cell suspensions ®dlmonella Typhimurium and
Listeria monocytogeneslournal of Food Protection. 2003, 66: 1379—
1384.

- Fallik E. Postharvest hydrogen peroxide treatment inhibitsagiein

eggplant and sweet red pepp€rop Protection. 1994, 13: 451-454.

- Falomir M.P., Gozalbo D., Rico H.Coliform bacteria in fresh
vegetables: from cultivated lands to consum€uwsrent Research,
Technology and Education Topics in Applied Micrdbgy and Microbial
Biotechnology. 2010, 2: 1175-1181.

Capitolo 8 — Bibliografia 141



- Fett W.F. Reduction of native microflora on alfa sprouts dgyi
propagation by addition of antimicrobial compountds the irrigation

water. International Journal of Food Microbiology. 20G2; 13-18.

- Foegeding P.M. Busta F.FChemical food preservatives, in disinfection,
sterilization, and preservationith ed., Block, S.S., Ed., Lea & Febiger,
Philadelphia. 1991, chap. 47.

- Food & Drug Administration (FDA), Center for Food Safety & Applied
Nutrition (CFSAN).Foodborne Pathogenic Microorganisms and Natural
Toxins HandbookThe Bad Bug Book).2009.

- Food & Drug Administration (FDA) . Beverages: Bottled water, final
rule. Federal Register. 1995, 60: 57075-130.

- Forney C.F. Vapor phase hydrogen peroxide inhibits posthardestay
of table grapesHorticultural Science. 1991, 26: 1512.

- Frank J.F., Chmielewski R.A.N. Effectiveness of sanitation whit
guaternari ammonium compound vs. chorine on stamiteel and other

food preparation surfaceournal of Food Protection. 1997, 60: 43.

- Frohlich E. Lavender oil; review of clinical, pharmacologicalné
bacteriological studies. Contribution to clarificah of the mechanism of
action Wiener Medizinische Wochenschrift. 1968, 118:-348%D.

- Geeson, J.D The fungul and bacterial flora of stored white cabh
Journal of Applied Bacteriology. 1979, 46: 189.

- Gil M.l.,, Selma M.V., Lopez-Galvez F., Allende A:resh-cut product
sanitation and wash water disinfection: Problemsd asolutions
International Journal of Food Microbiology. 200841 37-45.

Uso di acqua elettrolizzata per la decontaminazdmeele 142
Simone Mazzini - 2015



- Gillespie I.A., McLauchlin C.L. Little, Penman P., Mook K. Grantca
S.J. O'Brien.Disease presentation in relation to infection fémi non-
pregnancy-associated human listeriosis in England &Vales, 2001 to
2007.Journal of Clinical Microbiology. 2009, 47: 3301B3¢¥ .

- Gonzalez-Aguilar G.A.,Ayala-Zavala J.F., Olivas G.I., de la Rosa L.A.,
Alvarez-Parrilla E.Preserving quality of fresh-cut products using safe
technologies Journal fur Verbraucherschutz und Lebensmitteésiceit.
2010, 5: 65-72.

- Graca A., Abadias M., Salazar M., Nunes Che use of electrolyzed
water as a disinfectant for minimally processed lapp Postharvest
Biology and Technology. 2011, 61:172-177.

- Gutierrez J., Bourke P., Lonchamp J., Barry-Ryan Igpact of plant
essential oils on microbiological, organoleptic aqdality markers of
minimally processed vegetabldanovative Food Science and Emerging
Technologies, 2009, 10: 195-202.

- Hampson B.C Emerging technology— Ozone Presented at the IFT
Annual Meeting. New Orleans, LA. 2001.

- Hampson B.C., Montevalco J., Williams D.WRegulation of ozone as a
food sanitizing agent: Application of ozonation sanitizing vegetable
process wash watergresented at the IFT Annual Meeting, Book of
Abstracts. Chicago. 1996, IL, 140-42.

- Hermann H.W., Henins |., Par, J., Selwyn G.Becontamination of

chemical and biological warfare (CBW) agents useng atmospheric
pressure plasma jet (APPBhysics of Plasmas. 1999, 6: 2284-22809.

Capitolo 8 — Bibliografia 143



- Hill C., Cotter P. D., Sleator R. D., Gahan CBacterial stress response
in Listeria monocytogenesumping the hurdles imposed by minimal

processinglnternational Dairy Journal. 2002, 12(2): 273-283.

- Hitchins A.D. Detection and enumeration dfisteria monocytogenes. In:
FDA (ed.)Bacteriological Analytical Manual, Chapter 10. [@wl] Silver
Spring, Food and Drug Administration. 2011.

- Hitchins A.D. Detection and enumeration bisteria monocytogenesn:
FDA (ed.) Bacteriological Analytical Manual. 2011.

- Hsu S.Y. Effect of water flow rate, salt concentration andater
temperature on efficiency of an electrolyzed oxidiavater generator.
Journal of Food Engineering. 2003, 60: 469-473.

- Hsu S.Y. Effects of flow rate, temperature and salt concaidn on
chemical and physical properties of electrolyzeuliaing water.Journal
of Food Engineering. 2005, 66: 171-176.

- Huang Y.R., Hsieh H.S., Lin S.Y., Lin S.J., Hung Y.C., Hwarig,F.
Application of electrolyzed oxidizing water on tleeluction of bacterial
contamination for seafoodrood Control. 2006, 17: 987-993.

- Huang Y.R.,, Hung Y.C., Hsu S.Y., Huang Y.W., Hwang D.F.
Application of electrolyzed water in the food ingysFood Control.
2008, 19(4): 329-345.

- Hudson J., Andrew J., Mott C., Nicholass PGrowth of Listeria
monocytogenesAeromonas hydrophilaand Yersinia enterocoliticaon
vacuum and saturated carbon dioxide controlled ajph@re-packaged
sliced roast beeflournal of Food Protectioh994,57(3): 204-208.

Uso di acqua elettrolizzata per la decontaminazdmeele 144
Simone Mazzini - 2015



- Hulme A.C. The biochemistry of pome fruits in the biochemisfrjruits
and their products, Vol.2Academic Press: New York. 1970, 33: 6-357.

- lIsshiki K., Azuma, K. Microbial growth suppression in food using
calcinated calcium.Japan Agricultural Research Quarterly. 1995, 29:
269.

- lwasawa A., Nakamura Y.Antimicrobial activity of aqua oxidizing
water. Clinical Bacteriology. 1993, 20: 469-473.

- Jacxsens L, Devlieghere F., Debevere. Predictive modelling for
packaging design: equilibrium modified atmosphesekages of fresh-cut
vegetables subjected to a simulated distributiorairch International
Journal of FoodMicrobiology. 2002, 73: 331-341.

- Johnson J.L., Doyle M.P., Cassens R.G., Schoeni Fhte ofListeria
monocytogenesn tissues of experimentally infected cattle andhard

salami.Applied and Environmental Microbiology. 1988, 347-501.

- Juven B.J., Shomer |. Spoilage of soft drinks caused by bacterial
flocculation Journal of Food Protection. 1985, 48: 52-53.

- Khan A., Huq T., Khan R.A., Riedl B., Lacroix, Mlanocellulose-based
composites and bioactive agents for food packadirgical Reviews in
Food Science and Nutrition. 2014, 54: 163-174.

- Kim C., Hung Y.C., Brachett R.Efficacy of electrolyzed oxidizing (EO)
and chemically modified water on different types fobd-borne
pathogensinternational Journal of Food Microbiology. 200@4, 199-
207.

- Kim C., Hung, Y.C., Brachett R.ERoles of oxidation— reduction

potential in electrolyzed oxidizing and chemicathodified water for

Capitolo 8 — Bibliografia 145



inactivation of food-related pathogengournal of Food Protection.
2000b, 63: 19-24.

- Kim G.J, Yousef A.E., Dave SApplication of ozone for enhancing
safety and quality of foods: A reviedournal of Food Protectioi999
62: 1071-1087.

- Kim J.H., Lee JW., Kim J.H., Seo J.H., Han S.B., Chung,H8jun
M.W. Effect of gamma irradiation otisteria ivanovii inoculated to
Iceberg lettuce stored at cold temperatur®@od Control. 2005, 17: 397—
401.

- Kimura M., Mikami K., Hoshikawa H., Mori T., Kasai H., Yoshinu
M. Effect or rearing using an electrolyzed seawater reduction of
Vibrio parahaemolyticusrom sea urchin.Nippon Suisan Gakkaishi.
2006, 72: 1-5.

- Kiura H., Sano K., Morimatsu S., Nakano T., Morita C., Yaoayg M.
Bactericidal activity of electrolyzed acid watepifin solution containing
sodium chloride at low concentration, in compariseith that at high
concentration.Journal of Microbiological Methods. 2002, 49(3852
293.

- Koide S., Shitanda D., Note M., Cao VEffects of mildly heated, slightly
acidic electrolyzed water on the disinfection antiygicochemical
properties of sliced carroFood Control. 2011, 22: 452-456.

- Krogh P. The role of mycotoxins in disease of animals and.aurnal

of Applied Bacteriology Symposium Supplement. 198%,99-104.

- Kubo I., Fujita K Naturally occurring antiSalmonellaagents.Journal of
Agriculture and Food Chemistry. 2001, 49: 5750-5754

Uso di acqua elettrolizzata per la decontaminazdmeele 146
Simone Mazzini - 2015



- Kykkidou S., Giatrakou V., Papavergou A., Kontominas M. G.,
Savvaidis, |. N Effect of thyme essential oil and packaging treaits on
fresh Mediterranean swordfish fillets during stoea@gt 4 °C. Food
Chemistry. 2008, 115:169-175.

- Lal Kaushal B.B., Sharma P. (Handbook of fruit science and tecnology.
Apple Salunkhe, M.Dekker: New York. 1995, 91-122.

- Lanciotti R., Gianotti A., Patrignani F., Belletti N., Guerzonl. E.,
Gardini E Use of natural aroma compounds to improve slielfdnd
safety of minimally processed fruitsirends in Food Science &
Technology. 2004, 15: 201-208.

- Lanciotti R., Gianotti F., Patrignani F., Belletti N., Guerzo¥i.E. ,
Gardini F.Use of natural aroma compounds to improve shedf &hd
safety of minimally processed fruitrends in Food Science and
Technology. 2004, 15: 201-208.

- Laroussi M., Leipold FE Evaluation of the roles of reactive species, heat
and UV radiation in inactivation of bacterial cellsy air plasmas at
atmospheric pressurénternational Journal of Mass Spectrometry. 2004,
233: 81-86.

- Lawless J.The illustrated encyclopedia of essential oi&haftesbury,
UK: Element Books Ltd, 1955.

- Le Chevalier M.W., Cawthon C.D., Lee R.G=actors promoting serviva

of bacteria in chlorinated water suppliedpplied and Environmental
Microbiology. 1988, 54: 649.

Capitolo 8 — Bibliografia 147



- Lecuit M. Understanding howListeria monocytogenegdargets and
crosses host barrierClinical Microbiology and Infection. 2005, 11: @3
436.

- Lee KW., KimY. J.,, KimD. O,, Lee H. J., Lee C. ¥ajor phenolics in
apple and their contribution to the total antioxidacapacity Journal of
Agricultural and Food Chemistry. 2003, 51: 6516®52

- Lee N.Y.,Kim N.H., Jang |.S., Jang S.H., Lee S.H., Hwar},|Rhee
M.S. Decontamination efficacy of neutral electrolyzederdb eliminate
indigenous flora on a large-scale of cabbage andrataboth in the
laboratory and on a real processing linEood Research International.
2014, 64: 234-240.

- Len S.V., Hung Y.C., Erickson M., Kim C. Ultraviolet
spectrophotometric characterization and bacteritidaroperties of
electrolyzed oxidizing water as influenced by aragerand pH.Journal
of Food Protection. 2000, 63: 1534-1537.

- Leverentz B., Conway W.S., Janisiewicz W., Abadias M., Kurtzman
C.P., Camp M.J.Biocontrol of the foodborne pathogensisteria
monocytogenesand Salmonella entericaserovar Poona on fresh-cut
apples with naturally occurring bacteria and yeasttagonists. Applied
and Environmental Microbiology. 2006, 72: 1135-1140

- Liao C.H., Shollenberger L.M., Phillips J.G&ethaland sublethal action
of acetic acid orSalmonellain vitro and on cut surfaces of apple slices.
Journal of Food Science. 2003, 68: 2793.

- Liao L. B., Chen W.M., Xiao X.M.The generation and inactivation
mechanism of oxidation-reduction potential of eldgred oxidizing
water.Journal of Food Engineering. 2007, 78: 1326-1332.

Uso di acqua elettrolizzata per la decontaminazdmeele 148
Simone Mazzini - 2015



- Lin C.M. Inactivation ofEscherichia colO157:H7,Salmonella enterica
Serotype Enteritidis, andisteria monocytogenely hydrogen peroxide
and lactic acid and by hydrogen peroxide with nméht.Journal of Food
Protection. 2002, 65: 1215.

- Lukasik J. Reduction of poliovirus 1, bacteriophageSalmonella
Montevideq and Escherichia col0157:H7 on strawberries by physical
and disinfectant washe3ournal of Food ProtectioB003 66: 188.

- Mansur A.R., Oh D.H. Combined effects of thermosonication and
slightly acidic electrolyzed water on the microbeplality and shelf life
extension of fresh-cut kale during refrigerationorsge Food
Microbiology. 2015, 51: 154- 162.

- Mahapatra A.K., Muthukumarappan K., Julson J.BApplications of
ozone, bacteriocins and irradiation in food prodags A review.Critical
Reviews in Foodscience and Nutrition. 2005, 45: 447-461.

- Marks H.C., Glass J.R. A new method of determining residual
chlorine.Journal of American Water Works Association. 194227-
1240.

- Marriott N., Gravani R.B.,Sanificazione nell'industria alimentar&d.

Springer-Verlag. 2008

- Marriott N.G., Gravani R.BPrinciples of food sanitatio5th edition.).
New York: Springer. 2006.

- McGhie T.K., Hunt M., Barnett L.E.Cultivar and growing region
determine the antioxidant polyphenolic concentratamd composition of
apples grown in New Zealandlournal of Agricultural and Food
Chemistry. 2005, 53: 3065-3070.

Capitolo 8 — Bibliografia 149



- McLauchlin J., ReesC.E.D.Genus |I. Listeria Pirie 1940a 383ALn
Bergey’'s Manual of Systematic Bacteriology, 2a wmaie, volume 3
(The Firmicutek Edited by De Vos P., Garrity G.
M., Jones D., Krieg N.  R., Ludwig W. , Rainey F.A., Schleifer K.
H. , Whitman W. B. New York: Springer. 2009, 3:2257.

- McPherson L.L. Understanding ORP’s in the disinfection process.

Water Engineering and Management. 1993, 140: 29-31.

- Meinhold N.M., Chlorine dioxide foam effective againkisterialess

contact time neede&ood Processing. 1991, 2: 86.

- Mendonca A.F., Amoroso, T.L., Knabel, S.JDestruction of Gram
negative food-borne pathogens by high pH involvissugtion of the
cytoplasmic membrané\pplied and Environmental Microbiology. 1994,
60: 4009-4014.

- Miller A.J. Combined water activity and solute effects on ghoamd
survival ofListeria monocytogeneScott A.Journal of Food Protection.
1992, 55: 414-418.

- Montie T.C., Kelly-Wintenberg K., Roth J.RAn overview of research
using the one atmosphere uniform glow dischargerp&a(OAUGDP) for
sterilization of surfaces and materialEEEE Transactions on Plasma
Science. 2000, 28: 41-50.

- Mori Y., Komatsu S., Hata YToxicity of electrolyzed strong acid
aqueous solution-subacute toxicity test and efbecoral tissue in rats.
Odontology. 1997, 84: 619-626.

- Naitoh S., Okada Y., Sakai TStudies on utilization of ozone in food

preservation: Ill. Microbicidal properties of ozonen cereal grains,

Uso di acqua elettrolizzata per la decontaminazdmeele 150
Simone Mazzini - 2015



cereal grain powders, peas, beans and whole spimgnal of Japanese

Society of Food Science and Technology. 1987, 88-793.

- Nicholas J. J, Richard Forget F. C., Goupy P. M., Amiot M. Jubrt
S.Y. Enzymatic browning reactions in apple and appledocs Critical
Reviews in Food Science and Nutrition.. 1994, 3412P-157.

- Nielsen P V., Rios, R.Inhibition of fungal growth on bread by volatile
components from species and herbs, and the posafgéication in
active packaging, with special emphasis on mustassential oil.

International Journal of Food Microbiology. 2000; 630 — 132.

- Nightingale K.K., Schukken Y.E., Nightingale C.R., Fortes E.D., Ho
A.J., Her Z., Grohn Y.T., McDonough P.L., Wiedmaln Ecology and
transmission ofListeria monocytogenesfecting ruminants and in the

farm environmentApplied and Environmental Microbiology. 2004, 70:
4458-4467.

- Norma ISO 11290-1:1996 Microbiology of food and animal feeding
stuffs — Horizontal method for the detection andmeeration ofListeria
monocytogenes— Part 1: detection methodla Edizione: 1996,

Emendamento 1: 2004.

- Novgorodov S.A.,Gudz T.l. Permeability transition pore of the inner
mitochondrial membrane can operate in two openestatith different

selectivities Journal of Bioenergetics and Biomembranes. 1286139

146.

- O’Donnell C.P., Cullen P.J., Muthukumarappan Rzone treatment of
food materials in food antimicrobials for food peegation International

Journal of Food Microbiology. 2001, 71: 1-20.

Capitolo 8 — Bibliografia 151



- Oevermann A, Zurbriggen A., Vandevelde MRhombencephalitis
caused byListeria monocytogenesm humans and ruminans: A zoonosis
on the rise?Interdisciplinary Perspectives of Infective Disesas2010,
article n°® 632513,.

- Okull D.O., Laborde L.FActivity of electrolyzed oxidizing water against
Penicilium expansunon suspension and on wounded applesirnal of
Food Science. 2004, 69: 23-27.

- Olmez H., Kretzschmar UPotential alternative disinfection methods for
organic fresh-cut industry for minimizing water somption and

environmental impactFood Science and Technology. 2009, 42:686—693.

- Osafune T.,Ehara T., Ito TElectron microscopic studies on bactericidal
effects of electrolyzed acidic water on bacteriaivdm from kendo
protective equipmentEnvironmental Health and Preventive Medicine.
2006, 11: 206-214.

- Oussalah M., Caillet S., Lacroix M.Mechanism of action of Spanish
oregano, Chinese cinnamon, and savory essentia against cell
membranes and walls oEscherichia coliO157:H7 and Listeria
monocytogeneslournal of Food Protection. 2006, 69: 1046—-1055.

- Pagan R.,Conddn S., Sala F. Effects of several factors on the heat-
shock-induced thermotolerance bilsteria monocytogenespplied and
Environmental Microbiology. 1997, 63,8: 3225-3232.

- Pao S.,Davis C.L., Kelsey D.FEfficacy of alkaline washing for the
decontamination of orange fruit surfaces inoculatedh Escherichia
coli. Journal of Food Protection. 2000, 63: 961.

Uso di acqua elettrolizzata per la decontaminazdmeele 152
Simone Mazzini - 2015



- Park C.M., Hung Y.C., & Brackett, R. EAntimicrobial effect of
electrolyzed water for inactivatinGampylobacter jejunduring poultry

washing International Journal of Food Microbiology. 200Z&: 77—-83.

- Park D.L., Rua S.M. Jr, Acker R.Pirect application of a new chlorite
sanitizer for reducing bacterial contamination aodl. Journal of Food
Protection. 1991, 54: 960.

- Park H., Hung Y.C., Chung, DEffects of chlorine and pH on efficacy of
electrolyzed water for inactivatingscherichia colD157:H7 andListeria
monocytogenesinternational Journal of Food Microbiology. 20C4.:
13-18.

- Park H., Hung Y.C., Kim C.Effectiveness of electrolyzed water as a
sanitizer for treating different surfacedournal of Food Protection.
2002b, 65: 1276-1280.

- Patrignani F., Siroli L., Serrazanetti D.l., Gardini F., LanciotR.
Innovative strategies based on the use of essewpilal and their
components to improve safety, shelf-life and oqwabf minimally
processed fruits and vegetahl@sends in Food Science and Technology,
2015, 1-12.

- Payne J.H.Multiplication and virulence in plant tissue B&cherichia coli
clones producing pectate lyase isozymes PLb andaPlbégh levels and
an Erwinia chrysanthemimutant deficient in PLe.Applied and
Environment of Microbiology. 1987, 53: 2315.

- Peiris W.L.P., Lopez-Valladares G., Parihar V.S., Helmersson S.
Barbuddhe S.B., Tham W., Danielsson-Tham Mskavad (Gravlax) and

Capitolo 8 — Bibliografia 153



cold-smoked salmon (salmo salar), a potential seuot listeriosis
Journal of Food Service. 2009, 20: 15-20.

- Petran R.L., Zottola E.A. A study of factors affecting growth and
recovery ofListeria monocytogeneScott A.Journal of Food Science.
1989, 54: 458-460.

- Pfaff H.J., Miller M.W., Mrak E.M. The Life of Yeast2nd ed. Harvard
University Press, Cambridge, MA. 1978.

- Phan-Thanh L. Physiological and biochemical aspects of the acid
survival of Listeria  monocytogenesJournal of General and Applied
Microbiology. 1998, 44:183-191.

- Pianetti A., Sabatini L., Citterio B., Pierfelici L., Ninfali.PBruscolini E.
Changes in microbial populations in ready-to-eagjetable salads during
shelflife Italian Journal of Food Science. 2008, 20(2).-2%3!.

- Piccinin D.M., Shelef L.A.Survival ofListeria monocytogenes cottage
cheeseJournal of Food Protection. 1995, 58:; 128-131.

- Pichersky E, Noel J.P., Dudareva .NBiosynthesis of plant volatiles:
nature’s diversity and ingenuitfacience. 2006, 311: 808-811

- Pointu A.M., Ricard A., Dodet B., Odic E., Larbre J., Ganciu, M
Production of active species in N2-O2 flowing pistharges at
atmospheric pressure for sterilizatiodournal of Physics D: Applied
Physics. 2005, 38: 1905-1909.

- Postollec F.,Falentin H., Pavan S., Combrisson J., SohierRBcent
advances in quantitative PCR (qPCR) application$oimd microbiology.
Food Microbiology. 2011, 28: 848—-861.

Uso di acqua elettrolizzata per la decontaminazdmeele 154
Simone Mazzini - 2015



- Ramos B.,Miller F.A., Branddo T.R.S., Teixeira P., SilvaLQ\V. Fresh
fruits and vegetables-An overview on applied metlagles to improve
its quality and safety.Innovative Food Science and Emerging
Technologies. 2013, 20: 1-15.

- Raybaudi-Massilia R. M., Mosqueda-Melgar J., Sobrino-Lopez A.,
Soliva-Fortuny R., Martin-Belloso CShelf-life extension of fresh-cut
Fuji apples at different ripeness stages using ratusubstances
Postharvest Biology and Technology. 2007, 45: 265-2

- Raybaudi-Massilia R.M., Mosqueda-Melgar J., Martin-Belloso O.
Antimicrobial activity of malic acid againskisteria monocytogenes
SalmonellaEnteritidis andEscherichia colO157: H7 in apple, pear and
melon juicesFood Control. 2009, 20: 105-112.

- Reagan J.O., Acuff G.R., Bueye D.R., Buyck M.J., Dickson J.S.,
Kastner C.L., Marsden J.Mrimming and washing of beef carcasses as a
method of improving the microbiological qualityroéat.Journal of Food
Protection. 1996, 59: 751-56.

- Reynolds J.E.F. Martindale — the Extra Pharmacopoeidlst edn.
London: Royal Pharmaceutical Society of Great Brjtd996.

- Rice R.G.,P Overbeck P., Larson K.Aosts of ozone in small drinking
water systems\\SF International. 2000, 27-31.

- Rico D., Martin-Diana A.B., Barat J.M., Barry-Ryan Extending and

measuring the quality of fresh-cut fruit and vedpdta: A reviewTrends
in Food Science and Technology. 2007, 18 (7): 388-3

Capitolo 8 — Bibliografia 155



- Roberts R.G., Reymond S.T., Mclaughlin R.Evaluation of mature
apple fruit from Washington State for the preseoicErwinia amylovora.
Plant Diseases. 1989, 73: 917.

- Robinson T.P.,Ocio M.J., Kaloti A., Mackey B.MThe effect of the
growth environment on the lag phase bisteria monocytogenes.

International Journal of Food Microbiology. 1998 83-92.

- Robinson T.P.,Ocio M.J., Kaloti A., Mackey B.MThe effect of the
growth environment on the lag phase bisteria monocytogenes

International Journal of Food Microbiology. 1998; 83-92.

- Rodriguez-Amaya D.B.Nature and distribution of carotenoids in foods.

Amsterdam, Elsevier Science Publishers. 1993, p. 54

- Roller S., Seedhar PCarvacrol and cinnamic acid inhibit microbial
growth in fresh-cut melon and kiwifruit at 4° antC3 Letters in Applied
Microbiology. 2002, 35: 390-394.

- Rosenow E.M.,Marth E.H.Growth ofListeria monocytogenem skim,
whole and chocolate milk, and in whipping creamimigiincubation at 4,
8, 13, 21, and 35°Clournal of Food Protection. 1987, 50: 452—-457.

- Russell S. M.The effect of electrolyzed oxidative water appliesihg
electrostatic spraying on pathogenic and indicatoacteria on the
surface of eggsoultry Science. 2003, 82: 158-162.

- Ryser E.T., Marth E.H.Behavior ofListeria monocytogeneduring the
manufacture and ripening of cheddar cheekrurnal of Food Protection.
1987, 50: 7-13.

Uso di acqua elettrolizzata per la decontaminazdmeele 156
Simone Mazzini - 2015



- Sakashita M., lwasawa A., Nakamura YAntimicrobial effects and
efficacy on habitually hand-washing of strong acidiectrolyzed water —
A comparative study of alcoholic antiseptics andps@and tap water.
Journal of Japanese Association of Infectious Biega2002, 76: 373—
377.

- Sakurai Y., Nakatsu M., Sato Y., Sato Endoscope contamination from
HBV- and HCV-positive patients and evaluation of a
cleaning/disinfecting method using strongly aci@iectrolyzed water.
Digestive Endoscopy. 2003, 15: 19-24.

- Sampathkumar B., Khachatourians G.G., Korbe, D.Righ pH during
trisodium phosphate treatment causes membrane daarad) destruction
of Salmonella enterica Serovar Enteritidi&pplied and Environmental
Microbiology. 2003, 69: 122.

- Sapers G.M. Anti-microbial treatments for minimally processed

cantaloupe melonlournal of Food Science. 2001, 66: 345.

- Sapers G.M. Enzymatic browning control in minimally processed
mushroomsJournal of Food Science. 1994, 59: 1042.

- Sapers G.M.Factors limiting the efficacy of hydrogen peroxidashes
for decontamination of apples containirigscherichia coli. Journal of
Food Science. 2000, 65: 529.

- Sapers G.M. Hydrogen peroxide as an alternative to chlorine for
sanitizing fruits and vegetablesFoodinfo Online Features. IFIS
Publishing. July 23, 2003.

- Sapers G.M. Improved anti-microbial wash treatments for

decontamination of appledournal of Food Science. 2002, 67: 1886.

Capitolo 8 — Bibliografia 157



- Sapers G.M.Shelf-life extension of fresh mushroomagaticus bisporys
by application of hydrogen peroxide and browningiloitors. Journal of
Food Science. 2001, 66: 362.

- Sapers G.M. Vapor-phase decontamination of apples inoculateth wi
Escherichia coliJournal of Food Science. 2003a, 68: 1003.

- Sapers G.M. Washing and sanitizing treatments for fruits and

vegetablesMicrobiology of Fruits and Vegetables. 2005, 37540

- Sapers G.M., Sites J.E.Efficacy of 1% hydrogen peroxide wash in
decontaminating apples and cantaloupe meldosrnal of Food Science.
2003b, 68: 1793.

- Sapers G.M., Miller R.L., Mattrazzo A.M. Effectiveness of sanitizing
agents in inactivatingEscherichia coliin Golden Delicious apples
Journal of Food Science. 19981: 734.

- Sautter K., Moffat W. Handbook for critical cleaning2011: 425 -431.

- Schieber A.,Hilt P., Streker P., Endre H.U., Rentschler C.rl€aR. A
new process for the combined recovery of pectingraholic compounds
from apple pomacdnnovative Food Science & Emerging Technologies.
2003, 4: 99-107.

- Schlech Il W.F. Foodborne listeriosisClinical Infectious Disease. 2000,
31: 770-775.

- Sekiya, S.,Ohmori K., Harii K. Treatment of infectious skin defects or
ulcers with electrolyzed strong acid aqueous soiutArtificial Organs.
1997, 21: 32-38.

Uso di acqua elettrolizzata per la decontaminazdmeele 158
Simone Mazzini - 2015



- Seo K.H, Frank J.F.Attachment oEscherichia colO157:H7 to lettuce
leaf surface and bacterial viability in responsedilorine treatment as
demonstrated by using confocal scanning laser msmypy Journal of
Food Protection. 1999, 62: 3.

- Sfeir J., Lefrancois C., Baudoux D., Derbré S., Licziarin Vitro
antibacterial activity of essential oils againstregitococcus pyogenes
Evidence-Based Complementary and Alternative Maedici 2013,
26916:1-9.

- Shaughnessy L.M., Hoppe A.D., Christensen K.A., Swanson J.A.
Membrane perforations inhibit lysosome fusion byeratg pH and
calcium in Listeria monocytogenesacuoles. Cellular Microbiology.
2006, 8: 781-792.

- Shigeto S.,Matsumoto K., Yaguchi H., Okuda T., Miyajima S.gd\ A.
Acidic electrolyzed water in the disinfection ofe tlocular surface.
Experimental Eye Research. 2000, 70: 1-6.

- Shimizu Y., Hurusawa TAntiviral, antibacterial, and antifungal actions
of electrolyzed oxidizing water through electrotysDental Journals.
1992, 37: 1055-1062.

- Silva M.V., Gibbs P.A., Kirby R.M.Sensorial and microbial effects of
gaseous ozone on fresh scadachurus trachurgisJournal of Applied
Microbiology. 1998, 84: 802-10.

- Simmons G.F. Reduction of microbial populations on prunes by

vaporphase hydrogen peroxidé@ournal of Food Protection. 1997, 60:
188.

Capitolo 8 — Bibliografia 159



- Siroli L., Patrignani F., Serrazanetti D. |., Tabanelli Gortanari C.,
Gardini F., Lanciotti RLactic acid bacteria and natural antimicrobials
to improve the safety and shelf-life of minimaltpgessed sliced apples
and lamb’s lettuceFood Microbiology, 2015c, 47: 74-84.

- Siroli L., Patrignani F., Serrazanetti D. |., Tabanelli Mgntanari C.,
Tappi S., Rocculi P., Gardini F., Lanciotti RPotential of natural
antimicrobials for the production of minimally pregsed fresh-cut
apples.Journal of Food Processing & Technology. 20154 9.

- Siroli L., Patrignani F., Serrazanetti D. |., Tabanelli, Gori¥anari C.,
Tappi, S., Rocculi P., Gardini F., Lanciotti FEfficacy of natural
antimicrobials to prolong the shelf-life of minimalprocessed apples
packaged in modify atmospheFaood Control. 2014, 46: 1-9.

- Siroli L., Patrignani F., Serrazanetti D. ., Tappi S., Rticey Gardini
F., Lanciotti R. Natural antimicrobials to prolong the shelf-life of
minimally processed lamb’s lettudeostharvesBiology & Technology.
2015b, 103: 35-44.

- Slinkard K., Singleton V.L.Total phenol analysis: automation and
comparison with manual methoddmerican Journal of Enology and
Viticulture. 1977, 28(1): 49-55.

- Smittskyddsinstituet (SMI).  http://www.smittskyddsinstitutet.se/. 22
Augusti 2012.

- Somers E.B.,Schoeni J.L., Wong A.C.lEffect of trisodium phosphate
on biofilm and planktonic cells @ampylobacter jejuniEscherichia coli
0157:H7, Listeria monocytogenesand Salmonella typhimurium

International Journal Food Microbiology. 1994, 289.

Uso di acqua elettrolizzata per la decontaminazdmeele 160
Simone Mazzini - 2015



- Stratford M., Anslow P.A.Evidence that sorbic acid does not inhibit
yeast as a classic “weak acid preservativel’etters in Applied
Microbiology. 1998, 27: 203-206.

- Suzuki T., Itakura J., Watanabe M., Ohta Mnactivation of
Staphylococcal enterotoxin-A with an electrolyzedodic solution.
Journal of Agricultural Food Chemistry. 2002a, 380—234.

- Swanson K.M.J, Leasor S.B., Downing D.lAciduric and heat resistant
microorganisms in apple juice and cider processpegrations Journal of
Food Science. 1985, 50: 334-339.

- Tanaka N., Fujisawa T., Daimon T., Fujiwara K., Tanaka N. nyamoto
M. The effect of electrolyzed strong acid aqueous tisoiu on
hemodialysis equipmenrartificial Organs. 1999, 23: 1055-1062.

- Tienungoon S.,Ratkowsky D.A., McMeekin T.A., Ross Growth limits
of Listeria monocytogeneas a function of temperature, pH, NaCl, and
lactic acid. Applied and Environmental Microbiology. 2000, 68379—
4987.

- Todd E.C.D., Notermans SSurveillance of listeriosis and its causative
pathogenlisteria monocytogenesood Control. 2011, 22: 1484-1490.

- Tomas-Callejas A.,Martinez-Hernandez G.B., Artés F,. Artés-Hernandez
F. Neutral and acidic electrolyzed water as emergeamitezers for fresh-
cut mizuna baby leave®ostharvest Biology and Technology. 2011, 59:
298-306.

- Tournas V.H. Moulds and yeasts in fresh and minimally processed
vegetables, and sprout$nternational Journal of Food Microbiology.
2005, 99(1): 71-77.

Capitolo 8 — Bibliografia 161



- Trias R., Badosa E., Montesinos E., Bafieras Bioprotective
Leuconostocstrains againstListeria monocytogenem fresh fruits and
vegetablesinternational Journal of Food Microbiology. 200827: 91-
98.

- Trias R., Baferas L., Badosa E., MontesinosBioprotection of Golden
Delicious apples and Iceberg lettuce against foedbo bacterial
pathogens by lactic acid bacterimternational Journal of Food
Microbiology. 2008b, 123: 50-60.

- Turina A.V., Nolan M.V., Zygadlo J.A., Perillo M.ANatural terpenes:
self-assembly and membrane partitioniByjophysical Chemistry. 2006,
122:101-113.

- Ukuku D.O., Pilizota V., Sapers G.Mnfluence of washing treatment on
native microflora and Escherichia coli population of inoculated

cantaloupesJournal of Food Safety. 2001, 21: 31.

- Ukuku D.O., Pilizota V., Sapers, G.MEffect of hot water and
hydrogenperoxide treatments on survival SHImonellaand microbial
guality of whole and fresh-cut cantaloupsournal of Food Protection.
2004, 67: 432.

- Ukuku D.O., Sapers G.MEffect of sanitizer treatments @almonella
Stanley attached to the surface of cantaloupe aidt@ansfer to fresh-
cut tissues during cutting practicedournal Food Protection. 2001, 64:
1286.

- Vaughn R.H., KingD., Nagel C.W., NG H., Levin R.E., Macmillan J.D.,
York G.K. Gram-negative bacteria associated with sloughingptiening

of California ripe olivesJournal of Food Science. 1969, 34: 224-227.

Uso di acqua elettrolizzata per la decontaminazdmeele 162
Simone Mazzini - 2015



- Velge P, Marie-Roche Svariabiliy of Listeria monocytogenegrulence:
a result of the evolution between saprophytism &mdlence? Future
Microbiology. 2010, 5: 1799-1821.

- Venkitanarayanan K.S., Ezeike G.O., Hung Y.C., Doyle M.Efficacy
of electrolyzed oxidizing water for inactivatiigcherichia colO157:H7,
Salmonella Enteritidis and Listeria monocytogenes Applied and
Environmental Microbiology. 1999, 65: 4276—-4279.

- Vleugels M.,Shama G., Deng X.T., Greenacre E., BrocklehursKdng
M.G. Atmospheric plasma inactivation of biofilm-formibgcteria for

food safety controllEEE Transactions on Plasma Science. 2005, 33:
824-828.

- Vorobjeva N.V., Vorobjeva L.I., Khodjaev E.YThe bactericidal effects
of electrolyzed oxidizing water on bacterial stimvolved in hospital
infections.Artificial Organs. 2003, 28: 590-592.

- Willson V.A. Determination of available chlorine in hypochlerit
solutions by direct titration with sodium thiosu#alndustrial and
Engineering Chemistry, Analytical Edition. 19351).(44-45.

- Worobo R.W., Splittstoesser D.F. Microbiology in Fruit Prodsic-
Processing Fruits, Science and Technoldggcond Edition, Ed. Diane M.

Barrett , Laszlo P . Somogyi, and Hosahalli S. Raxzeny. 2004.

- Wright J.R. Reduction ofEscherichia coliO157:H7 on apples using
wash and chemical sanitizer treatmenigiry, Food and Environment
Sanitation. 2000, 20: 120.

Capitolo 8 — Bibliografia 163



- Yang H., Swem B.L., Li Y. The effect of pH on inactivation of
pathogenic bacteria on fresh-cut lettuce by dippitnigatment with
electrolyzed waterJournal of Food Science. 2003, 68(3): 1013-1017.

- YuH., Perni, S., Shi J. J., Wang, D. Z., Kong M. Gha®a G Effects of
cell surface loading and phase of growth in colchaspheric gas plasma
inactivation of Escherichia coli K12lournal of Applied Microbiology.
2006, 101: 1323-1330.

- YuH., Xiu Z.L.,Ren C.S., Zhang J.L., Wang D.Z., Wand\Y.Ma, T.C.
Inactivation of yeast by dielectric barrier disclygr plasma in helium at
atmospheric pressurdEEE Transactions on Plasma Science. 2005, 33:
1405-1409.

- Zhang S.,Farber J.MThe effects of various disinfectants agaliristeria
monocytogene®n fresh-cut vegetableg.ood Microbiology. 1996, 13:
311.

- Zhuang R.Y., Beuchat L.R.Effectiveness of trisodium phosphate for
killing Salmonella Montevideoon tomatoes. Letters in Applied

Microbiology. 1996, 232: 97.

- http://www.sciencedirect.com/

Uso di acqua elettrolizzata per la decontaminazdmeele 164
Simone Mazzini - 2015



Ringraziamenti

Sono arrivato alla fine, questo € il capitolo piiffidile. Sono finite le ricerche in
letteratura, le citazioni bibliografiche, questo mtlo € solo farina del mio
sacco.

Inizio da chi ha contribuito maggiormente alla reakzione di questo elaborato,
la Prof.ssa Lucia Vannini, relatrice di questo etahito, a cui devo il merito
della possibilita di esser qui ed avermi aiutate@@ncludere il mio percorso di
studi. Un grazie alla Dott.ssa Giorgia Gozzi, la amicorrelatrice, lei
materialmente mi ha supportato e sopportato duranteesi di laboratorio, si €
subita la revisione dei miei lunghi capitoli nonaste il lavoro da fare. Grazie
ad entrambe per il tempo dedicatomi.

Grazie a tutte le persone che hanno contribuita adlalizzazione della mia tesi
in particolare a chi ha massaggiato insieme a mdioaia di mele.

Ringrazio I'associazione studentesca MyS.T.A.teitstii attivisti per le attivita
che abbiamo svolto in questi anni difficili ma im$ég i progetti e tutti gli eventi
svolti insieme sono stato un’ottima distrazioneldsiydi (in senso positivo).

Un ringraziamento alla mia famiglia, Angela, DamglAlessandro, nonna Anna
e gli altri nonni che sono venuti a mancare nelsmodi questi anni, zii e cugine,
a loro devo ringraziare per avermi dato la possthilconcreta di iniziare |l
percorso di studi nonstante la veneranda eta, wazigr per aver avuto fiducia in
me.

Grazie a mia sorella Giulia e mio fratello David@sselli indispensabili della
mia vita.

Un grazie a Marina, Giovanni, Lorenzo, Giacomo, ftasca e GianMarco,
esempi, guide e amici per me e tanti ragazzi.

Un grazie a Davide, Teo, Luca, Matia e Gabriele,chile, Fabio e Max,
colleghi e amici, grazie per non esservi mai tiiatlietro nell’aiutarmi.

Ringrazio anche gli amici piu lontani fisicamentea mon per questo meno
importanti, indirettamente avete contribuito anctue a far si che sia qui.

Un grazie a Daniela e Paolo, grazie per avermi dttcoome fossi un figlio.

Ringraziamenti 165



Giulia, collega, amica, compagna. Grazie per laipaza di tutti i giorni nello
starmi vicino.
Grazie per la forza che mi trasmetti, gran parté oerito per essere diventato

quello che sono va a te.

Infine, ringrazio chi non credeva che ci sarei iis,
non per cattiveria, ma solo per esperienza.
Grazie per avermi fatto uscire quel pizzico di ayljo,

magari determinante senza il quale, forse, oggi s&i qui.

Uso di acqua elettrolizzata per la decontaminazdmeele 166
Simone Mazzini - 2015



