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I batteri lattici sono stati isolati in molti alimenti, incluso grano, frutta e vegetali 

ed è stata testata la loro capacità di inibire la crescita e lo sviluppo di patogeni 

come Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, 

Salmonella typhimurium e Staphylococcus aureus (Trias et al., 2008). 

 

1.6.6 Batteri acetici 

I batteri acetici sono Gram negativi, aerobi, bastoncellari e sono separati in due 

generi: Acetobacter e and Gluconobacter. Entrambi ossidano l’etanolo ad acido 

acetico in condizioni di acidità; Acetobacter ossida l’acido acetico ad anidride 

carbonica e per questo viene chiamato superossidante. I generi possono essere 

suddivisi anche a seconda del loro utilizzo del lattato. Il danneggiamento dei 

frutti avviene per fermentazione alcolica dai lieviti, seguita dalla crescita di 

batteri acetici. L’uva invasa da Botrytis cinerea può mostrarsi tramite un 

marciume acido esterno determinato da livelli di contaminazione di oltre 106 

UFC/g di Acetobacter aceti ed A. pasteurianus che sono le specie predominanti. 

Dal momento che questi batteri sono aerobi obbligati, si trovano in vino, sidro e 

succhi. La crescita in succhi che non contengono etanolo porta ad un’ossidazione 

degli zuccheri esosi in acido gluconico e ketogluconico (Drysdale. et al., 1988). 

Altri prodotti del metabolismo sono il di-idrossiacetone, il 2,3 butandiolo e 

l’acetoino. Alcuni ceppi di Acetobacter pasteurianus e Gluconobacter oxydans 

producono microfibrille composte di cellulosa che portano alla formazione di 

flocculi in differenti succhi di frutta (Juven et al., 1985). 

 

1.6.7 Coliformi 

Alcune specie di coliformi si possono ritrovare sulla superficie dei frutti. 

Numerosi coliformi ed altre specie di enterobatteri sono state isolate da numerosi 

frutti ed ortaggi (Goverd et al., 1979). L’incremento di questi microrganismi può 

derivare da fenomeni di antibiotico resistenza e dalla fertilizzazione del terreno. 

Gli isolati da prodotti freschi includono specie appartenenti a Klebsiella, 

Enterobacter ed altri generi quali Serratia, Citrobacter, Kluyvera, Pantoea, 
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Flavimonas, Hafnia, e quattro identificati come E. coli (Falomir M.P. et al., 

2010). 

 

1.7 Principali malattie biotiche ed abiotiche delle pomacee 

Lo sviluppo e la produzione delle piante dipende dalla difesa delle stesse contro 

le eventuali avversità; tutto ciò che colpisce la salute delle piante ne colpisce lo 

sviluppo e la produzione, riducendone l’utilità nei confronti dell’uomo. 

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

virus e le sfavorevoli condizioni ambientali, sono le principali cause di malattie 

delle colture arboree. 

 

1.7.1 Malattie biotiche di origine fungina e batterica delle pomacee 

 

Marciume lenticellare 

- Neo fabrea alba (forma sessuata)  

- Phlyctema vagabunda (forma asessuata)  

È un agente patogeno che crea forti perdite nel post-raccolta, è un marciume 

tipico delle pomacee, difficilmente si trova su altri frutti. 

 

 

Figura 3: Marciume lenticellare 
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La malattia sui frutti si presenta con macchie circolari, di colore marrone, 

depresse, incentrate su una lenticella di colore più chiaro.  

Sono aree marcescenti su cui compaiono successivamente cuscinetti biancastri di 

micelio; il marciume si presenta come un triangolo con la base che corrisponde 

all’epicarpo del frutto e la punta è rivolta verso il cuore del frutto.  

Al momento della raccolta è impossibile verificarne la presenza, in quanto le 

infezioni latenti sui frutti si manifestano 3-4 mesi dopo la conservazione 

frigorifera.  

Le varietà più sensibili sono la Pink lady, Golden, Red Delicious, mentre altre 

varietà come la Grammy Smith sono resistenti a questo patogeno. Il patogeno è 

presente nelle piante sotto forma di cancri o colonizza le foglie che poi 

successivamente cadono.  

Presente sottoforma di micelio, con le prime piogge e l’abbassamento termico il 

patogeno si revitalizza, inizia la produzione di acervuli, i quali contengono spore, 

la pioggia veicola le spore verso il frutto che germinano sul suo epicarpo e 

penetrano all’interno attraverso le lenticelle. Il fungo non ha la possibilità di 

colonizzare il frutto acerbo, ma  solo durante la maturazione. 

Il frutto passa attraverso 3 fasi distinte: 

-  Fase 1 → Refrattarietà (frutto acerbo). 

- Fase 2 → Colonizzazione del frutto se la lenticella viene schiacciata o 

danneggiata con successiva diffusione del marciume per danneggiamento dei 

tessuti. 

- Fase 3 → Suscettibilità del frutto, la colonizzazione dipende dalla maturazione 

del frutto. 

I trattamenti devono essere effettuati direttamente sul campo (lotta preventiva sul 

campo) e prevedono l’utilizzo di fungicidi di copertura con azione preventiva. I 

trattamenti in post-raccolta sono effettuati con fungicidi endoterapici, di cui il più 

comune è il TBZ (tiabendazolo). 

 

Muffa verde-azzurra 

È un fungo il quale rappresenta la maggior parte delle malattie delle pomacee. 

- Penicillium expansum 
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- Penicillium comune 

- Penicillium solitium 

 

Malattia biotica rappresentata da un fungo agamico che appartiene ai 

deuteromiceti (privi della forma sessuta); insieme ai marciumi lenticellari 

rappresentano la totalità dei marciumi delle pomacee. 

 

 

Figura 4: Penicillium spp. 

 

Il marciume si presenta rotondeggiante, molto molle, sempre centrato su di una 

ferita. 

Penicillium è un patogeno tipico del post-raccolta; ha spore molto piccole e 

leggere ed è veicolato dall’aria, ma anche dall’acqua. 

Questo fungo cresce su moltissimi substrati ed è quindi molto diffuso 

nell’ambiente. 

È un patogeno tipico da ferita, ma può essere veicolato tramite contatto diretto 

con un frutto sano, nel quale l’alta concentrazione del patogeno produce enzimi 

litici i quali penetrano nella cuticola ed iniziano la colonizzazione. 

Quando le spore giungono su di una ferita germinano e penetrano, nel giro di una 

settimana, colonizzando completamente il frutto; quando il frutto è 

completamente colonizzato il fungo produce 1010 spore e si diffonde sia nell’aria, 

che per contatto. Tale fungo non è in grado di penetrare la cuticola. 

Come riportato precedentemente, il genere Penicillium produce la patulina, una 

micotossina cancerogena con effetti dannosi sul sistema cardio-circolatorio (De 

Cicco et al., 2008). La legge ne ammette una concentrazione non superiore ai 50 
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μl/L nei succhi di frutta.

succhi era 10 volte superiore a quella attuale

da attribuire all’utilizzo non regolamentato di frutti marci per la produzione dei 

trasformati. 

La patulina è una micotossina te

fermentazione ad opera dei saccaromiceti, con la quale si ha la produzione del 

sidro di mele. 

 

 

Non esiste nessun fungicida efficace utilizzato in post

Penicillium; l’unico modo per combattere questo fungo è prevenire le ferite, le 

quali in prevalenza avvengono in magazzino ad opera delle lavorazioni.

metodo per ritardare la colonizzazione d

frutti a temperature inferio

 

Mucor piriformis 

Fungo appartenente agli zygomiceti

chiamato semplicemente 

Tipico delle pomacee, meno nelle drupacee.

 

Il fungo è in grado di demolire i 

attivi e potenti i quali distruggono le pareti cellulari con successiva fuoriuscita 

dei liquidi ed imbrattamento

l’imbrattamento è una via di propagazione e

infatti, contengono sostanze zuccherine 
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l/L nei succhi di frutta. Fino a 30 anni fa la concentrazione di patulina nei 

succhi era 10 volte superiore a quella attuale; la causa di tale contaminazione,

da attribuire all’utilizzo non regolamentato di frutti marci per la produzione dei 

La patulina è una micotossina termolabile; l’unico modo per distruggerla 

fermentazione ad opera dei saccaromiceti, con la quale si ha la produzione del 

 

Figura 5: Patulina 

Non esiste nessun fungicida efficace utilizzato in post-raccolta

l’unico modo per combattere questo fungo è prevenire le ferite, le 

quali in prevalenza avvengono in magazzino ad opera delle lavorazioni.

metodo per ritardare la colonizzazione di Penicillium consiste nel conservare i 

frutti a temperature inferiori ad 1°C. 

Fungo appartenente agli zygomiceti; non vi è un nome volgare, 

chiamato semplicemente “marciume da Mucor”. 

, meno nelle drupacee. 

in grado di demolire i tessuti colonizzati, producendo

e potenti i quali distruggono le pareti cellulari con successiva fuoriuscita 

mento dei frutti sottostanti. Oltre a sporcare i frutti

l’imbrattamento è una via di propagazione ed inoculo del patogeno. I liquidi

contengono sostanze zuccherine che fungono da ottimo substrato per la 
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30 anni fa la concentrazione di patulina nei 

di tale contaminazione, è 

da attribuire all’utilizzo non regolamentato di frutti marci per la produzione dei 

’unico modo per distruggerla è la 

fermentazione ad opera dei saccaromiceti, con la quale si ha la produzione del 

raccolta contro 

l’unico modo per combattere questo fungo è prevenire le ferite, le 

quali in prevalenza avvengono in magazzino ad opera delle lavorazioni. Un altro 

consiste nel conservare i 

non vi è un nome volgare, ma viene 

ndo enzimi molto 

e potenti i quali distruggono le pareti cellulari con successiva fuoriuscita 

ltre a sporcare i frutti, 

inoculo del patogeno. I liquidi, 

ottimo substrato per la 
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proliferazione di altri microorganismi. Tuttavia, se il frutto è acerbo la 

proliferazione è molto lenta. 

Gli enzimi del Mucor sono termostabili, tollerano anche trattamenti a 120°C per 

20 minuti. 

La comparsa di questa malattia è legata a condizioni di campo poiché il fungo si 

conserva bene nel terreno. 

L’utilizzo attuale di varietà di meli nani ha come conseguenza la presenza di 

alcuni frutti molto vicini al terreno con la probabile possibilità che il frutto si 

contamini. Durante la fase di raccolta, inoltre, la terra che si attacca nel fondo del 

cassone può trasmettere il fungo durante il rovesciamento dei frutti nell’acqua di 

lavaggio. La disinfezione con acqua non è risolutiva anzi, spesso risulta essere il 

veicolo per l’inoculo. 

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

 

Muffa grigia 

- Botrytis cinerea (agamica) 

- Botryotinia fuckeliana (gamica) 

 

Questo fungo non è considerato eccessivamente presente nelle pomacee; molti 

dei trattamenti che vengono fatti in campo proteggono l’ortofrutticolo da Botrytis 

anche in post-raccolta. 

Botrytis penetra nel prodotto solo tramite ferita: l’area colpita si imbrunisce e 

quando il frutto è completamente distrutto compare un micelio di colore grigio 

(questo non succede nelle pere) o, in condizioni di buio e freddo (cella), bianco 

(dipende anche dal ceppo). 

Sui frutti compaiono gli sclerozi, palline nere rotondeggianti, i quali sono organi 

di conservazione del fungo: si tratta ammassi di ife nere molto compatte, le quali 

permettono la sopravvivenza del fungo anche in condizioni molto avverse. 

Botrytis è un fungo molto diffuso nell’ambiente: cresce su molti substrati vegetali 

ed è facilmente veicolato dall’aria e dall’acqua di lavaggio che diventa un 

veicolante del patogeno. La diffusione del patogeno può avvenire anche per 

contatto e come Penicillium può penetrare attraverso il gambo spezzato. 
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In post-raccolta non viene effettuata lotta in quanto non è molto presente nelle 

pomacee; inoltre i trattamenti in campo proseguono anche nelle fasi successive di 

post-raccolta. 

Essendo un fungo psicrofilo, cresce anche a 4°C; l’unica prevenzione è la 

riduzione delle ferite durante la raccolta e lavorazione delle mele. 

 

Alternaria alternata  

Fungo delle pomacee, chiamato anche “marciume nero” a causa della presenza di 

un sottile marciume scuro nel suo micelio che lo distingue chiaramente da 

Botrytis. 

Alternaria presenta delle spore molto grosse visibili con una semplice lente 

d’ingrandimento. 

Alternaria penetra attraverso le ferite od il calice del frutto e produce lesioni 

circolari abbastanza ristrette di colore marrone-nero nella polpa. Dopo la 

contaminazione il tessuto appare disidratato. Colpisce molte derrate, anche se le 

dimensioni considerevoli delle spore ne impediscono una facile diffusione, 

mentre la veicolazione tramite acqua è la più frequente. 

È un patogeno che compare molto saltuariamente; pertanto non si adottano 

strategie di lotta, inoltre la sua crescita è molto lenta. 

 

1.7.2 Fisiopatie abiotiche delle pomacee 

È importante prendere in considerazione le fisiopatie abiotiche in quanto 

degradando le pectine delle pareti cellulari, rendendo la mela una derrata 

facilmente attaccabile da microorganismi patogeni. 

 

Riscaldo superficiale 

Il riscaldo superficiale si manifesta tramite un imbrunimento della buccia, ed è 

una delle malattie più gravi che colpiscono le pomacee. 

Si verifica un imbrunimento della buccia a chiazze, con forme irregolari sulla 

superficie del frutto; con il passare del tempo la macchia si scurisce e si disidrata. 

Le cause sono l’eccessiva refrigerazione (stress da freddo) e gli sbalzi termici. 
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In tabella 6 sono riportate le principali reazioni biochimiche coinvolte in tale 

fenomeno. 

 

Tabella 6: Reazioni biochimiche del riscaldo superficiale 

 

(De Cicco V. et al., 2008) 

 

Il clima del campo è determinante: se la temperatura di giorno e di notte è alta, è 

più probabile che i frutti coltivati vadano incontro a questa fisiopatia. Anche 

l’epoca della raccolta incide sulla successiva formazione di riscaldo superficiale 

poiché i frutti raccolti precocemente hanno una incidenza più elevata di riscaldo 

mentre quelli più maturi, grazie alla presenza di antiossidanti come antocianine, 

tocofenoli e carotenoidi, sono più resistenti.  

La varietà è molto soggettiva: la Royal Gala è molto tollerante, mentre la Red 

Delicious è molto sensibile. 

 

Riscaldo molle  

È una fisiopatia relativa alle mele appartenenti al gruppo Golden Delicious, 

dovuta alla conservazione a basse temperature (0°C). 

Si nota un progressivo inscurimento della buccia fino ad un imbrunimento totale 

nella fase avanzata; l’unica prevenzione è l’utilizzo di temperature maggiori di 

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

 

Vitrescenza 

All’apparenza i tessuti sembrano come ghiacciati, ma la colorazione vitrea che si 

genera è dovuta ai tessuti extracellulari idropici.                                                                                      

La mela presenta un sapore più zuccherino ed una acidità minore, ma se la 

vitrescenza è presente in quantità notevoli la conservazione del frutto è 

compromessa. 

L’alterazione si manifesta nel mesocarpo con aree traslucide, di colore verde 

chiaro, di forma variabile, più o meno estese, localizzate inizialmente in 

corrispondenza dei fasci vascolari, che tendono espandersi verso le logge 

carpellari e l’emisfero calicino. 

 

 

Figura 7: Vitrescenza 
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La vitrescenza è una fisiopatia che compare già nel campo ed in particolare 

quando si ritarda la raccolta del frutto. 

Le condizioni che determinano la malattia sono le temperature elevate durante il 

periodo pre-raccolta (settembre) e l’elevata umidità; il frutto assorbe acqua, ma 

non vi è traspirazione con l’esterno e quindi essendoci un gradiente di 

concentrazione elevato, l’acqua in eccesso si riversa negli spazi intracellulari 

dando al frutto la caratteristica di vitrescenza. 

 

Butteratura amara 

Appare come una serie di depressioni di colorazione marrone, avvallamenti 

presenti principalmente verso l’estremità calicina del frutto.  

In questa zona appare un tessuto suberoso, di sapore amaro piuttosto profondo.  

 

 

Figura 8: Butteratura 

 

Tali nuclei rendono poco appetibile il frutto con conseguente deprezzamento in 

fase di vendita. Questa fisiopatia è particolarmente negativa sia per quanto 

riguarda la vendita del prodotto fresco, sia per la trasformazione industriale; i 

nuclei amari vanno rimossi se si volesse utilizzare il frutto per la preparazione di 

omogeneizzati o puree in quanto conferirebbero qualità organolettiche 

decisamente negative. 

La fisiopatia è già presente in campo, ma si ha un peggioramento delle 

condizioni del frutto durante la conservazione. 
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Le cause sono da ricercare negli squilibri nutrizionali da parte dei minerali e 

nello specifico uno scorretto rapporto tra calcio, magnesio e potassio. 

Anche l’età della pianta influisce nella comparsa della butteratura: infatti la 

fisiopatia compare quando la pianta è giovane, nei primi anni di produzione. 

Anche un diradamento poco efficace con successiva produzione di frutti grossi ef 

una eccessiva potatura, sono tutte cause che portano alla comparsa della 

butteratura amara. 

La fisiopatia compare prevalentemente nella zona dell’estremità calicina perché 

il calcio arrivando dal picciolo non riesce a raggiungere la parte inferiore. 

L’equilibrio vegetativo della pianta tende a squilibrarsi nei primi anni di 

produzione, e per compensare questa cosa si effettuano 4/5 concimazioni fogliari 

con cloruro di calcio, ripetuti ad alternanza di 5 giorni. 

 

1.7.3 Malattie biotiche di origine batterica  

La capacità di batteri patogeni di aderire alla superficie dei frutti è un problema 

piuttosto ingente per la sicurezza alimentare. Infatti la superficie e le 

caratteristiche biochimiche dei frutti e dei batteri giocano un ruolo sostanziale per 

la loro colonizzazione. L’adesione batterica in frutti a superficie liscia come la 

mela rende disponibile una minor superficie di esposizione rispetto ai frutti 

rugosi per cui la contaminazione è favorita in prossimità del calice e dello stelo. 

Una serie di marciumi portano a numerosi scarti post-raccolta, e nonostante la 

parte interna dei frutti sia considerata sterile, molti batteri tra cui Erwinia, 

Pseudomonas e Serratia sono stati ritrovati nei frutti (Lund, 1979). 

I cosiddetti marciumi molli possono essere causati da una serie di batteri inclusi 

Erwinia, Pseudomonas, Xanthomonas, Clostridium, Bacillus e Cytophaga. Il 

marciume molle causato da Erwinia può essere provocato da tre specie: E. 

carotovora subsp. carotovora, E. carotovora subsp. atroseptica e E. 

chrysanthemi che è la causa di contaminazione maggiore nei vegetali. La 

malattia non è facile da identificare prima che il marciume sia ormai in uno 

stadio avanzato. Il tessuto vascolare della radice scolorisce e subentra un 

marciume dalle tonalità del rosa fino al rossastro-marrone. Quando la malattia 

progredisce, la pianta avvizzisce. Occasionalmente si presentano lesioni marroni 
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umide sui piccioli e sulla corona, con formazione di schiuma dal centro della 

corona. E. carotovora subsp. carotovora si sviluppa principalmente in climi 

temperati, mentre E. c. atroseptica si manifesta nei climi più freddi. E. 

chrysanthemi si sviluppa maggiormente dei climi tropicali e subtropicali., E.  

carotovora è considerato il patogeno più distruttivo per la frutta e può essere 

isolato da piante, suolo e dall’erba, più raramente su foglie e frutti. Le specie di 

Erwinia hanno la capacità di produrre enzimi pectolitici come pectin-

metilesterasi (PME), poligalatturonasi (PG) e pectin-liasi (PNL). Quest’ultimo ha 

dimostrato la maggior capacità di disintegrare i tessuti in vitro (Payne, 1987). I 

marciumi molli possono essere causati anche da Pseudomonadaceae ad attività 

pectolitica., tra cui P. viridiflava e P. fluorescens. 

Questi microrganismi sono ampiamente presenti in natura e possono essere 

isolati da suolo, acqua di irrigazione, rizosfera e superficie di frutti. 

Pseudomonas spp. è responsabile di una buona parte del decadimento della frutta 

fresca o conservata a basse temperature. Le mele sono molto suscettibili 

all’attacco di Pseudomonas syringae: tale microrganismo supera l’inverno, 

colonizzando i germogli e si moltiplica sulla superficie fogliare in primavera. Le 

piogge conducono il batterio sui frutti, provocando maculature rossastre.   

I batteri ad attività pectolitica possono favorire la penetrazione anche di patogeni 

per l’uomo, non propriamente presenti nei vegetali come Salmonella, Lysteria 

monocytogenes ed E.coli che si possono ritrovare nelle acque di irrigazione, nei 

residui organici animali, insetti, nelle acque di scarico e nell’ambiente (Beuchat, 

1996) e, tramite queste aperture, possono penetrare nel frutto. È ormai noto 

scientificamente che microrganismi enterici patogeni possono sopravvivere a 

lungo su tali prodotti, soprattutto se minimamente processati (Alegre et al.,2009) 

Erwinia amylovora, causa del cosiddetto fuoco batterico, è uno dei batteri più 

distruttivi per il melo: il patogeno penetra in fiori e germogli e spesso si 

manifesta in primavera come sperone sui fiori che diventano successivamente di 

colore scuro brunastro. Il batterio penetra nei frutti tramite il peduncolo ed esce 

intaccando le foglie che in breve diventano scure. Il ritrovamento di Erwinia 

amylovora ha rivelato la penetrazione di Enterobacteriaceae nel 5 % di alcune 

mele esaminate (Roberts et al., 1989), tra cui è stata registrata anche 
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l’internalizzazione di E. coli (Seo et al., 1999). Altri batteri enterici possono 

trovarsi sulla superficie del frutto come Enterobacter, Klebsiella, e Serratia. La 

maggior parte dei batteri enterici non sono pectolitici, e quindi non causano la 

contaminazione interna dei frutti; tuttavia, questi influenzano la crescita o 

l’abbattimento di microrganismi patogeni o sporigeni, tramite la competizione 

per i nutrienti. Nel primo studio europeo effettuato sulla food safety di mele 

fresche, alcuni campioni di Golden Delicious sono stati analizzati per identificare 

la presenta di Enterobacteriaceae, coliformi termo tolleranti, E. coli ed E.coli 

O157:H7 e Salmonella spp. 36 campioni analizzati hanno dimostrato una conta 

di Enterobacteriaceae molto variabile. Ceppi di Citrobacter, Enterobacter, 

Klebsiella ed Escherichia sono stati isolati dai campioni. (Abadias et al., 2006). 

Una contaminazione da E. coli è molto rara e difficile da individuare: nessuno 

degli E. coli isolati ha dimostrato avere i geni patogeni per l’uomo e nessuno dei 

campioni è risultato positivo per Salmonella (Abadias et al., 2006).  

 

 

 

 

 

 

 



Capitolo 2 – Metodi di sanitizzazione dei prodotti ortofrutticoli                                    39 
 

CAPITOLO 2 - METODI DI SANITIZZAZIONE DEI 

PRODOTTI ORTOFRUTTICOLI 

 

La sanificazione è una procedura che ha per oggetto la progettazione, lo 

sviluppo, l’implementazione, il mantenimento, il ripristino e/o il miglioramento  

delle condizioni igienico-sanitarie. In particolare si occupa delle operazioni 

necessarie per mantenere pulito e salubre l’ambiente in cui si producono, 

lavorano, preparano e conservano alimenti. Tuttavia, la sanificazione non 

concerne solo la pulizia: se compiuta in modo appropriato, può migliorare le 

condizioni igieniche e la qualità estetica di esercizi commerciali, strutture 

pubbliche ed abitazioni; può anche migliorare lo smaltimento dei rifiuti, 

contribuendo alla riduzione dell’inquinamento ed alla difesa dell’ambiente dal 

punto di vista ecologico. 

Se correttamente applicate, le operazioni di sanificazione hanno quindi un effetto 

benefico sul nostro ambiente. La sanificazione è considerata una scienza 

applicata in quanto permettendo un controllo dei rischi microbiologici, chimici e 

fisici all’interno degli ambienti in cui vengono trattati alimenti, svolge un ruolo 

importante nella tutela della salute umana e nella gestione di fattori ambientali 

che la influenzano (Marriott et al., 2008). 

Come risposta alle sempre più crescenti richieste da parte dei consumatori di 

ridurre od eliminare gli additivi di sintesi chimica, numerosi sforzi sono stati 

condotti per trovare alternative naturali per prevenire la crescita di batteri e 

funghi nei prodotti alimentari minimamente processati. Diversi composti naturali 

con capacità antimicrobica come fenoli, chitosano, aldeidi ed acidi organici sono 

stati testati per dimostrare l'efficacia di questi trattamenti antimicrobici alternativi 

(Lanciotti et al., 2004). A tale proposito sono stati studiati diversi composti 

naturali come oli essenziali di coriandolo, menta, vanillina, prezzemolo e buccia 

di agrumi, oltre a composti carbonilici, o isotiocianati ottenuti da diverse 

Brassicaceae (Gonzalez-Aguilar et al., 2010). I limiti principali per il loro 

utilizzo sono dovuti a forti odori ed al gusto che possono conferire al prodotto. 
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Anche l’uso di antimicrobici alternativi, utilizzati con procedure di immersione, e 

l’impiego di rivestimenti edibili sono risultati utili nell’estendere la shelf-life di 

frutta fresca tagliata. Buoni risultati sono stati ottenuti anche attraverso 

l'applicazione di confezionamento in atmosfera modificata (MAP) e metodi fisici 

come la luce ultravioletta (UV), trattamenti termici ed irraggiamento (Abadias et 

al., 2011).  

La composizione e le proprietà chimico-fisiche della materia prima condizionano 

il carico microbiologico dei prodotti finali ed i trattamenti applicati sono 

fondamentali non solo per la riduzione di tale carica, ma devono anche prevenire 

la perdita di qualità durante la conservazione.  

 

Diversi composti chimici sono stati utilizzati per ridurre le popolazioni batteriche 

sulla frutta e risultano ancora essere i trattamenti più utilizzati. In particolare, le 

sostanze chimiche a base di cloro, quali cloro liquido, ipoclorito e biossido di 

cloro, sono solitamente utilizzati a livelli di 50-200ppm di cloro libero e con 

tempi di contatto con il prodotto inferiori a 5 minuti. I trattamenti con acqua 

clorata vengono utilizzati per decontaminare i prodotti freschi, ma in alcuni paesi 

europei, tra cui Germania, Paesi Bassi, Svizzera e Belgio, il loro uso è vietato, 

per via della loro potenziale tossicità (Ölmez et al. 2009). Infatti, il cloro 

reagendo con la materia organica naturale forma dei sottoprodotti alogenati 

cancerogeni (Gil et al., 2009). I conservanti alimentari chimici sono, inoltre, 

responsabili di occasionali reazioni allergiche in soggetti sensibili. 

Recenti studi hanno anche dimostrato che queste sostanze chimiche sono in 

grado di rimuovere completamente o di inattivare i microrganismi presenti nei 

prodotti freschi.  

Recentemente sono stati eseguiti diversi studi con lo scopo di sostituire il 

lavaggio con acqua clorata con altri metodi meno invasivi. Anino et al. (2006) 

hanno suggerito come metodo per ridurre le popolazioni microbiche e prolungare 

la shelf-life di frutta lavaggi con acqua e lattato di calcio. Sono state studiate 

anche le proprietà antibatteriche del propionato di calcio, in quanto è in grado di 

disaccoppiare i processi microbici di trasporto, e trattamenti per immersione in 

acqua ossigenta (H2O2) (Rico et al., 2007).  
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Recentemente sono stati ottenuti risultati molto positivi sul’utilizzo di 

antimicrobici naturali per il lavaggio di vegetali. Una buona prova è fornita dallo 

studio di Roller e Seedhar (2002) che hanno evidenziato come il carvacrolo e 

l'acido cinnamico possano ritardare il deterioramento microbico di prodotti 

minimamente processati a base di melone e kiwi. I frutti sono stati pelati, tagliati 

a spicchi e successivamente immersi per 1 minuto in soluzioni contenenti 1, 5, 10 

o 15 mM di carvacrolo o 1 mM di acido cinnamico. L’immersione del kiwi in 

soluzioni contenenti concentrazioni di carvacrolo di 5-15 mM ha portato ad una 

riduzione della carica microbica totale da 6.6 a meno di 2 log UFC/g dopo 21 

giorni di conservazione a 4° C. Anche il trattamento con 1 mM di acido 

cinnamico ha ridotto la conta su entrambi i prodotti, estendendone notevolmente 

la conservazione.  

Raybaudi-Massilia et al. (2007) hanno valutato l’estensione della shelf-life di 

mele di IV gamma a due stadi di maturazione (parzialmente mature e mature) 

impiegando sostanze naturali: questo studio ha dimostrato una riduzione del tasso 

di crescita ed un aumento della fase di latenza dei batteri mesofili e psicrofili, 

lieviti e muffe, e ha portato ad una estensione di vita del prodotto di 13 giorni.  

Un approccio interessante e più recente è stato proposto da D'Amato et al. (2010) 

che hanno esaminato l'attività di alcuni composti naturali per prolungare la vita 

commerciale di macedonie conservate a 4, 8 e 12° C. In particolare si è studiato 

l’effetto del chitosano, di miele e succo di ananas (utilizzata come soluzione di 

riempimento) sulla crescita di batteri mesofili, psicrotrofi, lattici e lieviti. Il miele 

ha mostrato il massimo effetto antibatterico sui batteri mesofili e psicrotrofi. 

L'attività antimicrobica del chitosano ha avuto effetto sulla crescita di tutti i 

gruppi microbici considerati, in particolare, in condizioni di conservazione 

refrigerate.  

Tra i numerosi approcci “naturali”, sono stati proposti, per ridurre la popolazione 

microbica, l’acido citrico ed ascorbico. L'azione antimicrobica di tali acidi è 

dovuta alla riduzione del pH dell'ambiente, all’interruzione del trasporto di 

membrana e/o la permeabilità, l’accumulo di anioni, od alla riduzione del pH 

intracellulare dovuto alla dissociazione degli ioni idrogeno dall’acido.  
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2.1 Metodi tradizionali per la sanificazione dei prodotti ortofrutticoli  

Negli stabilimenti di produzione e/o trasformazione dei prodotti ortofrutticoli, un 

programma di sanificazione efficace richiede le stesse componenti di base 

necessarie nelle altre aziende alimentari: detergenti e disinfettanti appropriati, 

procedure di pulizia efficaci ed una corretta gestione del programma di 

sanificazione. L’obiettivo ultimo è garantire prodotti igienicamente sicuri e 

salubri.  

Per un’efficace conservazione della frutta e della verdura è essenziale prevenire 

non solo la contaminazione da parte di microorganismi degradativi e patogeni 

durante la produzione, ma anche la loro proliferazione nelle successive fasi di 

lavorazione, stoccaggio e distribuzione. È importante ricordare che le materie 

prime rappresentano una possibile fonte di microorganismi degradativi e 

contribuiscono al pool microbico presente all’interno dello stabilimento. 

 

In linea generale, per scegliere il disinfettante chimico più appropriato per una 

specifica applicazione, occorre conoscere e comprendere le caratteristiche di 

ciascun prodotto. Poiché i disinfettanti chimici possiedono mediamente una 

scarsa capacità di penetrazione, i microorganismi presenti in fessure, interstizi, 

nicchie e depositi di sporco inorganico possono non essere distrutti 

completamente.  

L’efficacia dei disinfettanti chimici è influenzata da diversi fattori:  

Tempo di esposizione: in generale la morte della popolazione microbica segue 

un modello logaritmico; ciò significa che il 90% della popolazione residua verrà 

eliminato nella successiva unità di tempo, lasciando solo l’1% della popolazione 

originaria. Il tempo necessario affinché un disinfettante svolga la propria azione 

dipende dalla carica microbica e dai diversi livelli di sensibilità al disinfettante 

della popolazione di cellule, a seconda dell’età, della formazione di spore e altri 

fattori fisiologici.  

Temperatura: sia il tasso di crescita dei microorganismi, sia il loro tasso di 

mortalità dovuto all’applicazione di un prodotto chimico, aumentano con la 

temperatura. In genere, una temperatura più elevata riduce la tensione 
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superficiale e la viscosità, aumenta il pH e determina altri cambiamenti che 

possono favorire l’azione battericida. All’aumentare della temperatura, i 

disinfettanti chimici diventano più aggressivi nei confronti delle membrane 

cellulari; generalmente l’azione battericida è largamente superiore alla velocità di 

crescita dei batteri, quindi l’effetto complessivo di un aumento di temperatura è 

l’incremento del grado di distruzione dei microorganismi. 

Concentrazione: una maggiore concentrazione del disinfettante aumenta il grado 

di distruzione dei microorganismi.  

pH: l’attività di composti antimicrobici che si presentano in forme chimiche 

diverse all’interno di un determinato intervallo di pH può essere notevolmente 

influenzata da variazioni anche relativamente modeste del pH del mezzo in cui si 

trovano. Per esempio, il cloro ed i composti dello iodio perdono generalmente 

efficacia all’aumentare del pH. 

Grado di pulizia: l’inadeguata pulizia della materia prima da trattare può ridurre 

l’efficacia di un disinfettante. Gli ipocloriti ed altri composti del cloro, i composti 

dello iodio e vari altri disinfettanti ossidanti possono infatti reagire con i residui 

di sporco di natura organica, rimasti su attrezzature e substrati da sanificare, 

riducendo la propria efficacia contro i microorganismi. 

Durezza dell’acqua: l’attività dei disinfettati è influenzata dalla composizione 

dell’acqua; in particolare la durezza può inattivarli o diminuirne l’efficacia 

tamponando il pH. I composti dell’ammonio quaternario sono incompatibili con i 

sali di calcio e magnesio e non dovrebbero essere utilizzati con acqua contenente 

concentrazioni di calcio dell’ordine di a 200 ppm, senza l’impegno di un agente 

sequestrante o chelante; quanto maggiore è la durezza dell’acqua, tanto è minore 

l’efficacia di questi disinfettanti. 

Popolazione microbica: i disinfettanti non possiedono tutti la stessa efficacia nei 

confronti di ogni tipo di microorganismo. Le spore batteriche sono più resistenti 

delle forme vegetative, ed i batteri che si trovano all’interno di un biofilm sono 

più resistenti in quelli in sospensione. Poiché un disinfettante è in grado soltanto 

di ridurre la carica microbica, quanto più elevato è il numero iniziale dei 

microorganismi, tanto maggiore sarà il numero dei sopravvissuti. Livelli di 

contaminazione molto elevati possono prevalere sull’azione dei disinfettanti. 
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Adesione batterica: é dimostrato che l’adesione di alcuni batteri alle superfici 

solide determina un aumento della loro resistenza nei confronti di composti 

sanitizzanti come il cloro (Le Chevalier et al., 1988). Anche fattori limitanti, 

quali la carenza di nutrienti, determinano il medesimo effetto e, sommandosi 

all’adesione, causano un’ulteriore aumento della resistenza al cloro (Marriot et 

al., 2008). 

 

I fattori sopra elencati sono per la maggior parte correlati tra loro; perciò è in 

genere possibile compensarne uno modificandone un altro. Per esempio, se si 

prepara la soluzione di disinfettante con acqua fredda, è possibile aumentare la 

concentrazione od il tempo di contatto affinché l’efficacia risulti analoga a quella 

ottenibile con una soluzione preparata con acqua calda, usando una 

concentrazione minore od un tempo di contatto più breve. 

 

Caratteristiche fondamentali di un disinfettante 

Il disinfettante ideale dovrebbe avere le seguenti caratteristiche: 

- Ampio spettro d’azione con uguale efficacia contro le forme vegetative e 

batteriche, lieviti e muffe; capacità di distruggere rapidamente i 

microorganismi; 

- Buona resistenza ambientale (mantenimento dell’efficacia in presenza di 

materiale organico, residui di sapone ed altri detergenti, acqua dura e 

variazioni del pH); 

- Buone proprietà detergenti; 

- Assenza di tossicità e di azione irritante; 

- Completa solubilità in acqua; 

- Assenza od accettabilità di odore; 

- Stabilità (sia concentrato sia diluito); 

- Facilità di utilizzo; 

- Facile disponibilità; 

- Economicità; 

- Facilità di dosaggio. 
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Tabella 7: Effetto battericida di alcuni disinfettanti

 

http://www.swissnoso.ch/fr/bulletin/articles/article/igiene-delle-mani-nuove-

raccomandazioni 

 

Un disinfettante chimico standard non può essere efficace per ogni tipo di 

esigenza. Per essere classificato come disinfettante, un prodotto chimico deve 

superare il Chambers test (Chambers, 1956), secondo il quale i disinfettanti 

devono distruggere il 99.999% di una popolazione microbica variabile da 75 a 

125 milioni di E. coli e S. aureus entro 30 secondi dell’applicazione, a una 

temperatura di 20°C. I disinfettanti chimici vengono generalmente suddivisi a 

seconda del principio attivo. 

Tabella 8: Punto critico di disinfezione 

 

http://www.ausl.mo.it/dsp/flex/cm/pages/ServeAttachment.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 ammine organiche ed inorganiche ed il 

biossido di cloro sono tutti impiegati come disinfettanti e mostrano un’azione 

antimicrobica variabile. Il cloro gassoso può essere insufflato lentamente in 

acqua per ottenere l’acido ipocloroso (HClO), che possiede proprietà 

antimicrobiche. Il cloro liquido è una soluzione acquosa di ipoclorito di sodio 

(NaClO). 

A parità di concentrazione, l’efficacia disinfettante dell’acido ipocloroso è 80 

volte superiore a quella dell’ipoclorito. La quantità di HClO che si forma a 

partire dall’ipoclorito di sodio quando disciolto in acqua dipende dal pH della 

soluzione: valori di pH più bassi incrementano la formazione di HClO e rendono 

il sanitizzante più efficace, ma la soluzione risulta meno stabile; quando il valore 

del pH scende al di sotto di 4.0, si formano quantità crescenti di cloro gassoso, 

tossico e corrosivo. A valori di pH elevati, la soluzione è più stabile, ma meno 

efficace (Anon, 2003). 

L’acido ipocloroso che si forma dai detergenti a base di cloro uccide le cellule 

microbiche inibendo l’ossidazione del glucosio mediante ossidazione dei gruppi 

solfidrici di alcuni enzimi essenziali per il metabolismo dei carboidrati. Si ritiene 

che il punto chiave di questa azione sia rappresentato dall’aldolasi per il suo 

ruolo fondamentale nel metabolismo. 

Le altre modalità ipotizzate per l’azione del cloro sono: 

- Blocco della sintesi proteica; 

- Decarbossilazione ossidativa degli aminoacidi in nitriti ed aldeidi; 

- Reazioni con acidi nucleici, purine e pirimidine; 

- Alterazione del metabolismo dovuto alla distruzione di enzimi chiave; 

- Danni al DNA, con perdita della capacità di trasformazione; 

- Inibizione del consumo di ossigeno e della fosforilazione ossidativa, 

associata alla perdita di alcune macromolecole;  

- Formazione di derivati tossici (N-cloro) della citosina. 

Le cellule vegetative assorbono il cloro libero ma non quello combinato. La 

formazione delle clorammine all’interno del protoplasma cellulare non provoca 

inizialmente alcuna distruzione. Alcuni studi, tuttavia, in cui il cloro è stato 
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marcato con 32P hanno suggerito che all’interno delle cellule si verifica 

un’alterazione distruttiva della permeabilità della membrana cellulare 

impedendole quindi un corretto trasporto di nutrienti dall’esterno.  

È noto che i composti che rilasciano cloro sono in grado di stimolare la 

germinazione delle spore e, successivamente, di inattivare le spore germinate. 

I disinfettanti granulari a base di cloro sono costituiti principalmente da sali di un 

composto organico in grado di rilasciare ioni. Il dicloroisocianurato è un carrier 

del cloro altamente stabile e rapidamente solubile, che in soluzione acquosa 

rilascia uno dei due ioni cloruro formando NaClO. Gli agenti tampone, che nella 

formulazione di questi prodotti sono miscelati con il carrier di cloro, controllano 

il tasso di attività antimicrobica, la corrosività e la stabilità delle soluzioni 

disinfettanti, ottimizzandone il pH. 

Quando il cloro liquido e gli ipocloriti vengono uniti all’acqua, questi composti si 

idrolizzano formando acido ipocloroso, che si dissocia formando uno ione 

idrogeno (H+) ed uno ione ipoclorito (ClO-). Quando il sodio si combina con 

l’ipoclorito per formare l’ipoclorito di sodio, si verificano le seguenti reazioni: 

 

Cl2  +  H2O  →    HClO  +  H+  Cl- 

NaClO  +     H2O  →  NaOH  +  HClO 

HClO  ↔ H+  + ClO- 

 

A bassi valori di pH l’efficacia antimicrobica dei composti del cloro aumenta, 

poichè predomina la presenza di acido ipocloroso. All’aumentare del pH, diventa 

predominante lo ione ipoclorito, che non ha la stessa efficacia battericida. Un 

altro composto del cloro, il biossido di cloro, non si idrolizza in soluzioni 

acquose; pertanto la sua azione sembra riconducibile alla molecola associata. 

Il cloro è un efficace disinfettante delle superfici in acciaio inox lucidato 

meccanicamente, in acciaio inox non satinato lucidato elettronicamente ed in 

policarbonato, sulle quali riduce la carica microbica a meno di 1 LogUFC/cm2; 

risulta invece meno efficace sulle superfici in acciaio inox satinato lucidato 

elettronicamente ed in resina minerale, dove la popolazione residua è superiore a 

1 Log UFC/cm2 (Frank et al., 1997). 
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Gli ipocloriti, in particolare quelli di calcio e di sodio, oltre ad essere i composti 

del cloro più attivi, sono anche i più utilizzati. Questi disinfettanti sono in grado 

di inattivare le cellule microbiche sospese nelle soluzioni acquose con un tempo 

di contatto che varia da 1.5 a 100 secondi circa. Per la maggior parte dei 

microorganismi, occorrono  meno di 10 secondi per ottenere una riduzione del 

90% della popolazione, con livelli relativamente bassi di cloro libero disponibile. 

Le spore batteriche sono più resistenti agli ipocloriti rispetto alle cellule 

vegetative ed il tempo necessario per ottenere una riduzione del 90% della carica 

microbica può variare da circa 7 secondi fino a più di 20 minuti. La 

concentrazione di cloro libero disponibile necessaria per inattivare le spore 

batteriche è da 1 a 1000 volte superiore (1000 ppm in confronto a circa 0.6 – 13 

ppm) a quella occorrente per le cellule vegetative. Le spore di Clostridium 

spp.sono meno resistenti al cloro rispetto alle spore di Bacillus spp.. Questi dati 

suggeriscono che nella sanificazione, quando la concentrazione di acido 

ipocloroso è bassa ed il tempo di contatto è breve, gli effetti sulle spore batteriche 

sono limitati (Marriot et al., 2008). 

 

Gli ipocloriti di calcio e di sodio ed alcuni prodotti a base di fosfato trisodico 

clorurato possono essere impiegati come disinfettanti dopo la detersione.  

Come già riportato, l’acido ipocloroso indissociato è presente alla massima 

concentrazione quando il pH è intorno a 4.0 e diminuisce rapidamente al crescere 

del pH; per valori di pH superiori a 5.0 l’ipoclorito (ClO-) aumenta. Inoltre, 

quando il pH è inferiore a 4.0 aumenta lo sviluppo di cloro gassoso (Cl2), che 

rappresenta un problema per la sicurezza. Poiché valori di pH superiori a 6.5 si 

formano notevoli quantità di acido ipocloroso, la disinfezione viene di norma 

eseguita con soluzioni a pH compreso tra 6.5 e 7.0. 

 

Il tempo di reazione dei disinfettanti a base di cloro dipende dalla temperatura. 

Fino a 52°C, la velocità di reazione raddoppia ad ogni aumento di 10°C. Benché 

gli ipocloriti siano relativamente stabili, la solubilità del Cl2 diminuisce 

rapidamente sopra i 50°C. 



Capitolo 2 – Metodi di sanitizzazione dei prodotti ortofrutticoli                                    49 
 

L’efficacia di una soluzione tamponata di ipoclorito di sodio nel controllo della 

contaminazione batterica è stata dimostrata da Park et al. (1991), che hanno 

evidenziato come questa soluzione disinfettante sia efficace nella riduzione di 

Salmonella. La loro ricerca non rilevò effetti indesiderati sulla funzionalità delle 

proteine, sull’ossidazione dei lipidi, né sulla degradazione degli amidi dopo 

esposizione degli alimenti alla soluzione disinfettante; tale soluzione, inoltre, non 

lascia film ed è priva di attività residua. 

Le soluzioni di cloro attivo svolgono un’azione disinfettante molto efficace in 

soluzioni debolmente acide. Sembra che il meccanismo di azione di questi 

composti sia basato sulla denaturazione delle proteine e sull’inattivazione degli 

enzimi. I disinfettanti a base di cloro sono efficaci contro i batteri Gram-positivi 

e Gram-negativi e, in determinate condizioni, anche contro virus e altre spore; 

inoltre sono attivi anche a basse temperature. Il cloro disponibile derivato 

dall’ipoclorito e da altri composti che liberano cloro può reagire con le sostanze 

organiche residue, risultandone inattivato; è tuttavia possibile ottenere 

ugualmente un effetto disinfettante, usando i volumi e le concentrazioni 

raccomandati. Occorre impiegare esclusivamente soluzioni preparate al 

momento; le soluzioni rimaste inutilizzate o parzialmente usate non vanno 

conservate, in quanto perdono forza ed efficacia col tempo. Per verificare che la 

concentrazione di cloro attivo impiegata sia corretta e possibile misurarla tramite 

titolazione con tiosolfato di sodio (Marks et al., 1991). 

Per quanto concerne le clorammine inorganiche che si formano dalla reazione del 

cloro con ammine, immine e immide, è dimostrato che risultano attive dopo un 

tempo di trattamento più lungo rispetto agli ipocloriti nei confronti delle spore 

batteriche e delle cellule vegetative. L’effetto letale più lento della clorammina T 

sembra attribuibile ad un rilascio di cloro più graduale rispetto agli ipocloriti. 

D’altra parte in bibliografia è riportato che alcune clorammine hanno efficacia 

pari o superiore a quella degli ipocloriti nell’attivazione dei microorganismi 

(Marriot et al., 2008); infatti, sebbene rilascino cloro lentamente ed abbiano 

quindi un tasso di letalità minore, proprio la ridotta attività del cloro ne consente 

una maggior penetrazione nella materia organica e ciò può risultare vantaggioso 

nell’impiego contro i biofilm (Eifert et al., 2002).  
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Per quanto riguarda il dicloroisocianurato di sodio, questo composto è più 

efficace rispetto all’ipoclorito di sodio contro E. coli, S. aureus e altri batteri 

(Bloomfield et al., 1979). 

Gli effetti antimicrobici del biossido di cloro (ClO2) sono meno noti rispetto a 

quelli degli altri composti del cloro; tuttavia, l’interesse nei confronti di questa 

molecola è aumentato. Le nuove formulazioni chimiche di questo composto 

consentono di impiegare il prodotto già pronto per l’uso, senza doverlo preparare 

sul posto; per tale motivo, viene sempre più utilizzato nell’industria alimentare. Il 

biossido di cloro ha un potere ossidante 2.5 volte superiore a quello del cloro. La 

sua efficacia è inferiore a quella del cloro a pH 6.5, ma nettamente superiore a 

pH 8.5; rispetto agli ipocloriti, il biossido di cloro sembra quindi essere meno 

influenzato degli ambienti alcalini e dalla presenza di sostanze organiche, ciò che 

lo rende particolarmente adatto al trattamento delle acque reflue (Marriot et al., 

2008). 

 

Composti del cloro: vantaggi e svantaggi 

Rispetto ad altri disinfettanti, i composti del cloro presentano i seguenti vantaggi: 

- Sono efficaci contro un ampio spettro di batteri, funghi e virus; 

- Comprendono composti ad azione rapida che superano il Chambers Test 

ad una concentrazione di 50 ppm nell’arco dei 30 secondi previsti; 

- Sono i disinfettanti più economici (se si utilizzano disinfettanti poco 

costosi); 

- Non richiedono il successivo risciacquo dell’attrezzatura (negli Stati 

Uniti) se si utilizzano concentrazioni non superiori ai 200 ppm; 

- Sono disponibili in forma liquida e granulare; 

- La loro azione non viene influenzata dalla durezza dell’acqua (salvo 

connesse variazioni connesse al pH; 

- Concentrazioni elevate di cloro possono ammorbidire le guarnizioni e 

rimuovere il carbonio nei componenti in gomma delle attrezzature; 

- Sono meno corrosivi del cloro.  

Tuttavia presentano anche i seguenti svantaggi: 
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- Sono instabili e si alterano piuttosto rapidamente col calore o se vengono 

contaminati con sostanze organiche; 

- La loro efficacia diminuisce all’aumentare del pH delle soluzioni; 

- Hanno un effetto corrosivo sull’acciaio inox e su altri metalli; 

- Si deteriorano durante lo stoccaggio se esposti alla luce od a temperature 

superiori a 60°C; 

- Le soluzioni a basso pH possono dare origine a cloro gassoso (Cl2), 

tossico e corrosivo; 

- In forma liquida e concentrata possono esplodere; 

- Il cloro è irritante per la pelle e le mucose; 

- Hanno un impatto ambientale da non sottovalutare, a causa della 

formazione di sottoprodotto organo-clorurati pericolosi; infatti da 

numerose ricerche è risultato che il cloro reagisce con sostanze organiche 

presenti in natura,  (gli acidi umici) dando luogo a composti come i 

trialometani, ritenuti cancerogeni. 

 

Il ClO2 viene usato nelle operazioni di sanificazione che impiegano schiuma 

(Meinhold 1991). Questo disinfettante viene prodotto combinando sali di cloro e 

cloro oppure ipoclorito e acido. Può essere prodotta una schiuma biodegradabile 

contenente da 1 a 5 ppm di ClO2, che risulta efficace con un tempo di contatto 

più breve di quello richiesto per i composti di ammonio quaternario o per gli 

ipocloriti. Il biossido di cloro è efficace contro un ampio spettro di 

microorganismi, compresi batteri (anche sporigeni) e virus. Grazie alle sue 

proprietà ossidanti, l’attività residua inibisce significativamente la ripresa della 

crescita microbica. Il biossido di cloro presenta diversi vantaggi poiché mantiene 

inalterata la sua efficacia in un ampio intervallo di pH ed è più resistente del 

cloro all’inattivazione da parte delle sostanze organiche. Inoltre risulta meno 

corrosivo rispetto ad alti disinfettanti a base di cloro grazie al fatto che è efficace 

anche a basse concentrazioni; ed in fine comporta una minore produzione di 

composti organici clorurati indesiderati. D’altra parte i principali svantaggi sono 

rappresentati dal costo, dalla difficoltà di utilizzo, dalla sensibilità alla luce ed 

alla temperatura oltre ai rischi connessi alla sicurezza ed alla tossicità. 
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2.2 Metodi innovativi per la sanificazione dei  prodotti ortofrutticoli 

Le soluzioni al cloro rimangono tuttora le più efficaci, economiche e semplici da 

usare per la disinfezione in campo alimentare. Tuttavia, l’associazione di cloro 

alla possibile formazione di composti clorati cancerogeni nell’acqua e le 

restrizioni giuridiche riguardanti l’uso di cloro in campo alimentare ha stimolato 

la ricerca di metodi differenti alternativi per la decontaminazione di ortaggi 

freschi e frutta tagliata. Di conseguenza si sono sviluppati e messi a punto diversi 

approcci innovativi come l’utilizzo di acidi organici ed acqua elettrolizzata, 

oppure altre tecniche innovative come irraggiamento, l’ozono, l’atmosfera 

modificata, etc. (Ramos et al., 2013; Rico et al., 2007).  

2.2.1 Il gas plasma 

Il gas plasma è considerato il quarto stadio della materia, esso è un gas 

parzialmente ionizzato al quale è stata fornita energia, sotto forma di scariche 

elettriche. Una parte degli atomi 

che formano il gas plasma presenta una carica elettrica individuale positiva o 

negativa, attribuibile rispettivamente alla cessione o all’acquisto di elettroni. Dal 

punto di vista statico, il plasma è neutro, perché le cariche positive e negative si 

compensano. I primi tre stati della materia sono progressivamente solido, liquido, 

e gas (Figura 9). 

 

 

Figura 9: Stati della materia 
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Procedendo dallo stato solido fino allo stato gassoso, lo stato di plasma 

costituisce un’ulteriore avanzamento dello stato energetico all’interno della 

materia. Nello stato gassoso le interazioni fra le singole particelle possono essere 

rappresentate dall’effetto di urti reciproci e casuali tra i singoli atomi, ma nel 

caso dello stato di plasma le interazioni fra le particelle sono ancora più a lungo 

raggio, ed un eventuale contatto od “urto” fra di esse è ancora più raro. Nel 

plasma ogni particella carica elettricamente è influenzata da altre particelle di 

carica uguale o di carica opposta. Il plasma si comporta dunque come un fluido 

unitario elettricamente neutro. Nel momento in cui la ionizzazione dei gas causa 

la creazione di elettroni liberi e di ioni positivi tra gli atomi, il gas diventa 

elettricamente conduttivo con la capacità di trasportare corrente (Scholtz et al., 

2015). 

I generatori di gas plasma artificiali vengono generalmente divisi in due categorie 

basandosi sulle temperature che si raggiungono per produrlo: gas plasma termico 

e non termico. 

Negli ultimi dieci anni gli investimenti maggiori nel campo del gas plasma hanno 

riguardato quello non termico a pressione atmosferica; una delle ragioni è 

correlata alla vastità di applicazioni industriali, ed alla facilità di variare alcuni 

fattori: 

- il gas di lavoro: la natura del gas (ad esempio O2, N2, aria, H2, alogeni, N2O, 

H2O,H2O2, CO2, SO2, SF6, aldeidi, acidi organici, ...) o della miscela di gas 

definisce le diverse specie chimiche che si generano nel plasma come elettroni, 

atomi, molecole, ioni e radicali; 

- la pressione: da 0.1 Pa alla pressione atmosferica; 

- la struttura del campo elettromagnetico e la sua frequenza; 

- la configurazione ed il volume della scarica, ad esempio con o senza elettrodi; 

- il comportamento temporale, per esempio il plasma pulsato. 

Sulla base della modulazione di questi parametri multidimensionali, il plasma 

atmosferico può essere classificato in corrente continua (DC) a bassa frequenza, 

radiofrequenza e scariche a microonde . 

Generalmente quando il gas viene sottoposto a sollecitazione a pressione 

atmosferica, ritorna lentamente al suo stato fondamentale a meno che il voltaggio 
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non sia estremamente alto. Questo è legato al numero di collisioni tra le molecole 

di gas. Per lavorare sulla superficie, il numero di collisioni deve essere infatti 

limitato. Tuttavia, se la pressione è troppo bassa, le molecole sono troppo lontane 

per sostenere il plasma.   

Una volta che il plasma è stato creato, viene messo a contatto con la superficie da 

testare. In questa fase si hanno due fenomeni in competizione. Il primo è 

l’erosione fisica: gli ioni sono spinti verso la superficie e ne rompono i legami 

deboli. Gas inerti come argon ed elio non reagiscono con la superficie: essi 

semplicemente staccano la materia come ossido di alluminio. L’altro fenomeno è 

la reazione chimica in cui ioni e radicali reagiscono con i materiali sulla 

superficie. Per esempio l’ossigeno reagisce con il carbonio contenuto su 

materiale organico per formare monossido di carbonio e diossido di carbonio.  

In campo tecnologico vi sono molti utilizzi del plasma. È risultato efficace anche 

nella decontaminazione in campo biomedico per la decontaminazione di 

materiale termosensibile (Sautter et al., 2011). A tal proposito l’avvento negli 

ultimi vent’anni di una serie di metodi per creare gas plasma senza l’aumento 

della temperatura, a condizioni ambientali, preferiti al sottovuoto (Eliasson et al., 

1991) ha offerto un nuovo potenziale metodo per incrementare la sicurezza 

microbiologica di molti prodotti. Questi plasmi sono comunque altamente potenti 

poichè includono particelle cariche, specie reattive metastabili, radicali liberi, e 

fotoni UV, tutti in grado di generare energia a 10 eV, in grado di rompere legami 

molecolari e sono letali quindi anche per i microrganismi (Hermann et al. 1999; 

Montie et al., 2000; Laroussi et al., 2004). Inoltre, la combinazione di plasma ad 

alta energia con trattamenti non termici rende i gas plasma particolarmente adatti 

alla decontaminazione in ambienti sanitari e di trasformazione degli alimenti. Per 

questo motivo nell’ultimo decennio si è visto un notevole incremento del numero 

di studi scientifici su questa tecnica per l’ inattivazione di vari microrganismi a 

differenti condizioni (Pointu et al., 2005; Vleugels et al., 2005; Yu et al., 2005). 

Nonostante le sempre più numerose evidenze che attestano l’efficacia di plasma 

atmosferico per l’inattivazione microbica, si conosce poco relativamente alle 

specie chimiche responsabili o di riferimento. L’atomo di ossigeno, l’ossigeno 

metastabile e le sue molecole, come anche i fotoni UV e le particelle cariche, 
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sono state più volte considerate responsabili dell’effetto battericida del gas 

plasma (Pointu et al., 2005). La situazione è comunque più comp

stato fisiologico delle cellule in molti studi non è controllata o specificata. Si 

conosce poco relativamente a come la densità cellulare incida sull’efficacia di 

inattivazione anche se probabilmente questo è un fattore cruciale nel tratta

delle superfici (Deng et al.,

alcuni dei fattori chiave che possono influenzare la capacità del plasma 

inattivare cellule di Escherichia coli.

plasma è stato utilizzato un metodo di lettura tramite microspia elettronica e 

spettroscopia ad emissione ottica per valutare quanto la temperatura influisse. 

Uno studio ulteriore ha valutato quanto il livello microbico superficiale e lo stato 

cellulare di E. coli ai differenti stadi di crescita incidessero sull’efficacia del 

plasma, utilizzando il metodo di inattivazione sul modello di Baranyi (Baranyi 

al., 1996) per analizzare la cinetica di inattivazione. Analizzando il grafico si 

nota la cinetica di inattivazione di cellule in fase stazionaria, aumentando la 

concentrazione superficiale da 

concentrazione si ha una diminuzione dell’efficacia di inattivazione. A 2

minuti di trattamento si notano differenze di inat

tra la più bassa e la più alta concentrazione iniziale.

 

Figura 10: Curva di sopravvivenza per E. coli dopo 24 h di incubazione a partire da 

differenti densità cellulari iniziali
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considerate responsabili dell’effetto battericida del gas 

., 2005). La situazione è comunque più complicata perché lo 

stato fisiologico delle cellule in molti studi non è controllata o specificata. Si 

conosce poco relativamente a come la densità cellulare incida sull’efficacia di 

inattivazione anche se probabilmente questo è un fattore cruciale nel tratta

et al., 2005). Un recente studio (Yu et al., 2006) ha valutato 

alcuni dei fattori chiave che possono influenzare la capacità del plasma 

Escherichia coli. Per rivelare il danno alle cellule trattate con 

lasma è stato utilizzato un metodo di lettura tramite microspia elettronica e 

spettroscopia ad emissione ottica per valutare quanto la temperatura influisse. 

Uno studio ulteriore ha valutato quanto il livello microbico superficiale e lo stato 

ai differenti stadi di crescita incidessero sull’efficacia del 

plasma, utilizzando il metodo di inattivazione sul modello di Baranyi (Baranyi 

., 1996) per analizzare la cinetica di inattivazione. Analizzando il grafico si 

nattivazione di cellule in fase stazionaria, aumentando la 

concentrazione superficiale da 2.8·107 a 2.2·1011 UFC/g. Aumentando la 

i ha una diminuzione dell’efficacia di inattivazione. A 2

i notano differenze di inattivazione di 7 cicli logaritmici

tra la più bassa e la più alta concentrazione iniziale. 

: Curva di sopravvivenza per E. coli dopo 24 h di incubazione a partire da 

differenti densità cellulari iniziali (Yu et al., 2006) 
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considerate responsabili dell’effetto battericida del gas 

licata perché lo 

stato fisiologico delle cellule in molti studi non è controllata o specificata. Si 

conosce poco relativamente a come la densità cellulare incida sull’efficacia di 

inattivazione anche se probabilmente questo è un fattore cruciale nel trattamento 

2006) ha valutato 

alcuni dei fattori chiave che possono influenzare la capacità del plasma di 

Per rivelare il danno alle cellule trattate con 

lasma è stato utilizzato un metodo di lettura tramite microspia elettronica e 

spettroscopia ad emissione ottica per valutare quanto la temperatura influisse. 

Uno studio ulteriore ha valutato quanto il livello microbico superficiale e lo stato 

ai differenti stadi di crescita incidessero sull’efficacia del 

plasma, utilizzando il metodo di inattivazione sul modello di Baranyi (Baranyi et 

., 1996) per analizzare la cinetica di inattivazione. Analizzando il grafico si 

nattivazione di cellule in fase stazionaria, aumentando la 

UFC/g. Aumentando la 

i ha una diminuzione dell’efficacia di inattivazione. A 2-5 

cicli logaritmici 

 

: Curva di sopravvivenza per E. coli dopo 24 h di incubazione a partire da 
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2.2.2. Perossido di idrogeno  

Il perossido di idrogeno è un agente antimicrobico altamente efficace contro i 

batteri, ma è meno attivo contro lieviti, funghi e virus (Block, 1991). Il perossido 

di idrogeno può essere considerato come potenziale alternativa al cloro. Sebbene 

la sua azione come sanitizzante sia ampiamente riportata, la FDA non ne 

consente l’utilizzo ad ampio spettro  come sanitizzante per alimenti. Per contro, 

l’Environmental Protection Agency statunitense ne consente l’impiego a 

concentrazioni dell’1% per il lavaggio di alcuni prodotti agricoli dopo la raccolta. 

Numerosi studi hanno dimostrato l'efficacia del perossido di idrogeno diluito 

come sanificante di prodotti freschi in quanto in grado di ridurre la carica 

microbica di funghi (Sapers 2001; Sapers. 1994), mele (Sapers et al., 1999; 

Sapers. 2002; Sapers 2000), meloni (Sapers 2001; Ukuku et al., 2001; Ukuku et 

al., 2001; Ukuku et al.,  2004), melanzane e peperone rosso dolce (Fallik 1994).  

Sono stati posti a confronto i lavaggi con 200 ppm di cloro attivo e lavaggi dall’1 

al 5 % di H2O2, da cui è emersa la parità di effetto antimicrobico (Sapers et al., 

2003; Sapers et al., 1999). Da ulteriori sperimentazioni applicate in condizioni di 

agitazione vigorosa delle mele e temperatura della soluzione sanitizzante di 50-

60°C, risulta una riduzione della carica microbica di 3 cicli logaritmici, senza 

causare un imbrunimento della buccia. 

Trattamenti effettuati con perossido di idrogeno sono tuttavia risultati ininfluenti 

durante il trattamento di germogli di soia (Fett 2002). 

Inoltre è stato sperimentato un tipo di trattamento che prevede l’utilizzo di 

vapore prodotto da H2O2 su prugne (Simmons, 1997), meloni (Aharoni, 1994) ed 

uva (Forney, 1991), ma i tempi di esposizione al vapore sono molto superiori 

all’utilizzo del perossido di idrogeno in forma liquida. I trattamenti con vapore 

sono risultati inefficaci sulle mele (Sapers, 2003). Il meccanismo che regola 

l’azione sanificante del perossido di idrogeno non è ancora chiaro. L’FDA 

riconosce l’H2O2 come prodotto GRAS classificandolo come agente sanificante 

per frutta e verdura in concentrazioni pari o inferiori a 59 ppm, una maggior 

concentrazione è vietata per scongiurare il rischio che rimangano residui sui 

vegetali. D’altra parte è da considerare anche il fatto che frutta e verdura 
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contengono catalasi in grado di scomporre il perossido residuo in acqua ed 

ossigeno. 

2.2.3 Fosfato trisodico ed altri agenti di lavaggio alcalini 

Il fosfato trisodico (TSP) è stato commercializzato da Rhodia come un risciacquo 

antimicrobico per ridurre specificatamente la carica cellulare di microrganismi 

patogeni umani per le carni lavorate e pollame.  

Il TSP è classificato come GRAS dalla FDA (21CFR182.1778). L'attività 

antimicrobica del TSP probabilmente è dovuta al suo pH elevato (pH 12) che 

degrada la membrana citoplasmatica (Mendonca et al., 1994; Sampathkumar et 

al., 2003).  

I lavaggi altamente alcalini effettuati con fosfato trisodico (pH 11-12) hanno 

determinato una riduzione di 3 cicli logaritmici della popolazione di E. coli 

inoculato sulla superficie di arance (Pao et al., 2000).  

Soluzioni di TPS al 12-15% hanno dimostrato avere una buona efficacia anche 

nel ridurre la contaminazione microbica in pomodori deliberatamente 

contaminati, ma non sono riuscite ad inattivare completamente tale organismo, 

probabilmente per l’infiltrazione batterica (Zhuang  R.Y. et al.,1997). Sapers 

(2000) ha riportato una riduzione di 2 log UFC/g di ceppi non patogeni di E.coli 

in mele inoculate e lavate con TSP al 4%. Inoltre, all’1%, il lavaggio con TPS 

riduce la popolazione di E. coli O157:H7 in fragole (Lukasik J. 2003). 

Trattamenti sulla lattuga con TPS al 2% non sono stati efficaci contro L. 

monocytogenes (Zhang et al., 1996). Il TPS è risultato molto efficace per 

l’inattivazione di E. coli O157:H7 in biofilm ma meno efficace, sempre nei 

biofilm, contro S. Typhimurium e L. monocytogenes (Somers et al.,1994). 

È stato studiato l’effetto battericida di altre sostanza alcaline, ad esempio, 

un’immersione di 30 minuti in una soluzione al 0.25% di calcio calcinato, un 

altro prodotto altamente alcalino derivato da gusci di ostriche (pH 10), ha ridotto 

la popolazione batterica in cetrioli di circa 2 log (Isshiki et al., 1995). 

Uno studio recente condotto da Bari (2002) ha riportato una riduzione superiore a 

5 log su pomodori, che erano stati deliberatamente inoculati in superficie con E. 

coli O157: H7, Salmonella e ceppi di L. monocytogenes, a seguito di un 

trattamento che prevedeva il lavaggio con una soluzione di calcio calcinato al 
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0.5%. Questa elevata riduzione può essere dovuta al breve periodo, 30 minuti, tra 

l’inoculo ed il trattamento utilizzato. Sapers (2002) ha ottenuto una riduzione di 

contaminazione di 3 log UFC/g su mele inoculate con E. coli (ATCC 25922), 

combinando un lavaggio con perossido di idrogeno al 5%, ed una spazzolatura 

del calice e dello stelo con pasta di calcio calcinato: la riduzione della 

popolazione microbica solo con lavaggio con perossido era stata  inferiore a 2 log 

UFC/g.  

 

2.2.4 Acidi Organici 

Gli acidi organici come acido lattico ed acetico sono efficaci agenti antibatterici 

(Foegeding et al., 1991) e sono stati classificati come GRAS dalla Food and Drug 

Administation  (21CFR184.1005).  Uno studio di Castillo (2001) ha ottenuto dei 

risultati di abbattimento di alcuni patogeni quali E. coli O157:H7, L. 

monocytogenes e Salmonella incoraggianti spruzzando dell’acido lattico su 

carcasse di animali macellati. I risciacqui con acido lattico possono essere 

utilizzati per la decontaminazione di frutta e vegetali. È stato riportato che un 

lavaggio con acido acetico al 5% riduce la popolazione microbica di E.coli 

O157:H7 di 3 log UFC/g in mele inoculate (Wright, 2000). In un altro studio le 

mele inoculate con E. coli O157:H7  sono state trattate con acido acetico al 5% 

durante un trattamento termico a 55°C per 25 minuti. Mentre la popolazione di E. 

coli è stata sufficientemente ridotta nella buccia e nello stelo, una carica di circa 

3-4 log UFC/g è sopravvissuta nei tessuti del calice (Delaquis et al., 2000). In un 

altro studio più recente, l’applicazione di acido acetico al 2.4% su fette di mela 

inoculate con S. Typhimurium ha determinato una riduzione di 1.4 log UFC/g 

(Liao et al., 2003). Nello stesso lavoro, inoltre la combinazione di acido acetico 

al 5% con il perossido di idrogeno ha portato ad una riduzione di 4 log UFC/g. 

Nonostante questi risultati molto positivi, non è stato ancora chiarito se i 

trattamenti con acidi organici possano determinare alcuni effetti negativi sulla 

qualità degli alimenti quali la produzione di off-flavours e la decolorazione dei 

prodotti.  
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2.2.5 Ozono 

L’ozono una la forma dell’ossigeno contenente tre atomi di ossigeno che 

formano un triangolo tra loro con un angolo di 116.8° tra due atomi legati. Si 

trova naturalmente nella nostra atmosfera, ma può essere anche prodotto 

sinteticamente. L’ozono in forma liquida si trova a -111.9° a 1 atm ed in forma 

solida di colore blu-nero opaco a -192.7°C (Tabella 9). A temperatura ambiente è 

un gas instabile, parzialmente solubile in acqua ed è il più forte disinfettante 

correntemente presente per gli alimenti (Mahapatra et al., 2005).  

Il suo potenziale elettrochimico indica che l’ozono è un forte agente ossidante.  

O2 (g) + 2H+ + 2e-       →         O2 (g) + H2O             {E0=2.075V} 

 

L’ozono viene creato esponendo l’aria, od un altro gas, ad un’alta fonte 

energetica: i metodi più utilizzati per creare ozono sono tramite scariche 

elettriche, metodi elettrochimici e radiazioni UV. Gli ultimi due metodi sono più 

economici in quanto consumano meno energia. Tramite questi metodi le 

molecole di O2 vengono convertite in molecole di ozono (O3). 

La sua attività antimicrobica si basa sul principio che quando una cellula è posta 

sotto stress da un attacco virale, batterico o fungino il suo livello energetico è 

ridotto da una fuoriuscita di elettroni e diventa elettropositivo. L’ozono ha una 

piccola carica elettrica radicale nel terzo atomo di ossigeno che cerca di 

bilanciarsi tramite una carica opposta. Le cellule danneggiate, i virus, i batteri ed 

altri patogeni trasportano tale carica e così attraggono l’ozono. Le cellule in stato 

normale non possono reagire con l’ozono dal momento che hanno cariche 

bilanciate ed un potente sistema enzimatico. Grazie al suo alto potenziale di 

ossido-riduzione, l’ozono reagisce come un forte ossidante degli elementi 

costitutivi cellulari prima di penetrare nei microrganismi ed ossidare certi 

componenti essenziali come acidi grassi insaturi, acidi nucleici, enzimi, proteine. 

Quando un’ampia parte della membrana è distrutta, causando la fuoriuscita del 

contenuto cellulare, le cellule batteriche o protonate lisano, portando ad una 

graduale od immediata distruzione delle cellule stesse.  Molti batteri di interesse 

alimentare, tra cui anche alcuni patogeni, sono suscettibili all’effetto ossidativo 

dell’ozono. La sensibilità dei microrganismi all’ozono dipende dal metodo di 
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applicazione ed alla specie microbica: la sensibilità è influenzata dallo stato 

fisiologico delle colture, dal pH del sistema, dalla temperatura, dall’umidità e 

dalla presenza di additivi come acidi, zuccheri e tensioattivi (Kim et al., 2009). 

La sensibilità dei microrganismi è riassunta nella tabella 10.  

Attualmente l’ozono è generalmente riconosciuto come e viene utilizzato negli 

Stati Uniti come agente sanitizzante nei processi di imbottigliamento dell’acqua 

(Food and Drug Administrazion, 1999). Nel giugno 1997 l’ozono ha ricevuto lo 

stato di GRAS come disinfettante per alimenti da un gruppo di esperti 

indipendente, sponsorizzato dall’istituto di Ricerca per energia elettrica (Electric 

Power Research Institute). Nel 2001 la FDA ha approvato l’uso del’ozono come 

agente sanitizzante per alimenti a diretto contatto con essi (Hampson, 2001) e 

recentemente è stato approvato dalla FDA come agente antimicrobico. Questo ha 

incrementato l’uso di ozono nelle industrie agroalimentari dalle semplici 

operazioni di lavaggio sino alla sterilizzazione di prodotti ittici. Oggi vi sono più 

di 3000 trattamenti basati sull’utilizzo dell’ozono nel mondo e più di 300 

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

 

Tabella 9: Proprietà fisiche dell’ozono 

 

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

 

(O'Donnel et al., 2001) 

 

Recenti studi hanno evidenziato che l’ozono ed il perossido di idrogeno hanno 

effetto inferiore nella riduzione della contaminazione batterica in carne rispetto ai 

metodi tradizionali. (Reagan at al., 1996). 

Silva et al. (1998) hanno analizzato l’attività antibatterica dell’ozono su cinque 

specie microbiche che si ritrovano frequentemente nei prodotti ittici, ed è stato 

riportato che l’ozono a concentrazioni relativamente basse (< 0.27 10 −3 g/l) è un 

efficace battericida sulle cellule vegetative.  

Nell’industria alimentare l’ozono è inoltre utilizzato normalmente per il lavaggio 

di frutta e verdura (Hampson et al., 1996) prima del confezionamento. 

Attualmente è il metodo sanitizzante più efficace disponibile sul mercato per il 

lavaggio di frutta e verdura, con un tasso di uccisione batteria del 99.9% 

(O'Donnell et al., 2008). 
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Inoltre i produttori che raffreddano in post-raccolta frutta e verdura utilizzando 

acqua a circa 1°C possono inserire ozono nell’acqua per prevenire la 

contaminazione dei prodotti, poiché i sistemi di processo per frutta e verdura che 

incorporano una tecnologia di produzione di ozono sono in grado di produrre 

prodotti più puliti e di utilizzare meno acqua, senza residui tossici. Infatti l’ozono 

si esaurisce in pochi minuti dopo il lavaggio. 

Recenti studi riguardanti l’uso di ozono in prodotti secchi hanno dimostrato che è 

in grado si ridurre Bacillus spp. e Micrococcus nei cereali, in piselli e in fagioli 

fino a 3 log UFC/g, modulando la sua concentrazione, la temperatura e l’ umidità 

relativa (Naitoh et al., 1987).  

 

2.2.6 Oli essenziali 

Gli oli essenziali sono composti volatili, sintetizzati dalle piante aromatiche come 

metaboliti secondari, caratterizzati da un forte aroma. Essi contengono 20-60 

componenti in diverse concentrazioni. In particolare sono caratterizzati da due o 

tre componenti maggiori (20-70%) ed altri minori. Ad esempio carvacrolo (30%) 

e timolo (27%) sono i principali componenti di Origanum Compactum; il linalolo 

(68%) è il componente essenziale dell’olio di Coriandrum sativum. 

Generalmente i componenti maggiori influenzano le proprietà degli oli essenziali 

e questi possono essere suddivisi in due gruppi di differente origine biosintetica 

(Pichersky et al., 2006). Il gruppo principale è composto da terpeni e terpenoidi, 

e l’altro da composti aromatici ed alifatici, tutti caratterizzati da un basso peso 

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

3006) 

 

L’attività antimicrobica degli oli delle piante ha fatto si che abbiano trovato 

utilizzo in una serie di applicazioni nel settore farmaceutico, come medicinali 

alternativi e terapie naturali (Reynolds, 1996). Gli oli, ad esempio, sono stati 

utilizzati per anni per guarire le infezioni al tratto respiratorio e lo sono tuttora. In 

generale nelle ultime due decadi gli oli essenziali (EO) ed i loro componenti sono 

stati ampiamente studiati per le loro proprietà antimicrobiche, antiossidanti e 

antitumorali (Khan et al., 2014). La loro capacità antiossidante è una delle più 

studiate poiché l’ossidazione causa danni biologici di varia entità e 

conseguentemente varie patologie come tumori, morbo di Parkinson, sindrome di 

Alzheimer, diabete. Molte ricerche stanno studiando le potenziali proprietà 

antiossidanti degli EO per trovare nuovi antiossidanti di origine naturale 

(Patrignani et al., 2015) da impiegarsi anche nel settore alimentare.  
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Numerose ricerche hanno provato che essi possono essere utili anche per 

prolungare la shelf-life degli alimenti (Belletti et al., 2008), ad esempio 

attraverso il cosiddetto packaging attivo: tali oli sono assorbiti dai materiali 

d’imballaggio e possono essere rilasciati nell’atmosfera come agenti di 

conservazione degli alimenti stessi. Il cosiddetto packaging attivo antimicrobico 

si vuole estendere anche a prodotti vegetali per incrementare la sicurezza dei 

consumatori e ridurre il rischio di contaminazione da muffe e batteri negli 

alimenti (Khan et al., 2014). Tuttavia la maggior parte degli esperimenti riportati 

in letteratura riguardano l’attività antimicrobica degli EO in vitro, mentre 

l’applicazione degli EO in sistemi reali è tuttora limitata su scala di laboratorio in 

prodotti da forno, (Nielsen et al., 2000), prodotti ittici (Kykkidou et al., 2008), 

frutta e verdura minimamente processati (Lanciotti et al., 2004; Siroli  et al., 

2014, Siroli et al., 2015a; Siroli et al., 2015b; Siroli et al., 2015c). 

Il loro meccanismo d’azione consiste nel fatto che essendo lipofilici, passano 

attraverso le membrane citoplasmatiche, distruggono le strutture 

polisaccaridiche, gli acidi grassi ed i fosfolipidi di membrana. Nei batteri la 

permeazione delle membrane è associata alla perdita di ioni ed alla riduzione del 

potenziale di membrana, il collasso della pompa protonica e l’esaurimento di 

ATP (Turina  et al., 2006). Gli oli essenziali possono coagulare il citoplasma e 

danneggiare i lipidi e proteine di membrana (Burt, 2004). Il danno delle pareti 

cellulari può provocare la dispersione delle macromolecole e la lisi cellulare 

(Oussalah et al., 2006-2). Negli eucarioti gli oli essenziali possono portare alla 

depolarizzazione delle membrane mitocondriali tramite il decremento del 

potenziale di membrana, influenzando lo scambio di Ca 2+ (Novgorodov et al., 

1996-2) ed altri canali ionici e riduce il gradiente di pH, influenzando come per i 

batteri, la pompa protonica.  

Gli oli modificano la fluidità di membrana, che diventano normalmente 

permeabili, portando ad una dispersione di radicali, citocromi, ioni di calcio e 

proteine. La permeazione delle membrane mitocondriale lede le cellule e ne 

causa la necrosi. 

A discapito dell’attività antimicrobica contro i patogeni negli alimenti e muffe 

mostrata dagli oli essenziali, (Oussalah et al., 2007), la loro applicazione pratica 
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può essere limitata per il loro forte impatto sensoriale e per le modifiche 

apportate sui prodotti alimentari (Gutierrez et al.,2008). 

Un’ampia letteratura mostra il potenziale antimicrobico degli EO derivanti da 

scorza di agrumi (Espina et al., 2011), in particolare il citrale (3,7-dimetil-2-7-

ottadienale), aldeide monoterpenica aciclica insatura che si trova nelle arance, nel 

cedro e nella citronella. Gli oli essenziali di citrale, a concentrazioni compatibili 

con le caratteristiche sensoriali della frutta, sono in grado di prolungare 

sensibilmente la shelf-life degli alimenti (Belletti et al., 2008) e la stabilità di 

bevande a base di frutta (Belletti et al., 2007). Inoltre l’esanale ed il 2-esanale, 

incrementano la sicurezza di alimenti vegetali minimamente trattati (Lanciotti et 

al., 2004). Queste aldeidi hanno dimostrato un buon potenziale antimicrobico 

contro patogeni come Salmonella spp., E. coli e Pseudomonas aeruginosa (Kubo 

et al., 2001).  

 

Tabella 11: Risultati di test effettuati per valutare l’attività antimicrobica di oli 

essenziali in frutta e verdura minimamente trattata 

 

(Patrignani et al., 2015) 
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2.2.7 Acqua elettrolizzata 

L’acqua elettrolizzata è stata inizialmente sviluppata in Giappone (Shimizu et al. 

1992) ed è stata riconosciuta per avere un forte effetto battericida sui principali 

patogeni alimentari.  

L’acqua elettrolizzata è generata mediante un processo di elettrolisi 

diaframmatica controllata (Figura 10), prodotta tramite il passaggio di una 

soluzione salina attraverso una cella elettrolitica, in cui l’anodo ed il catodo sono 

separati tramite una membrana. Sottoponendo gli elettrodi a corrente diretta, gli 

ioni negativi come l’idrossido (HO--) ed il cloro (Cl--) nella soluzione di sale 

diluita si spostano verso l’anodo rilasciando elettroni e diventando ossigeno 

gassoso (O2), cloro in forma gassosa (Cl2), ione ipoclorito (OCl-), acido 

ipocloroso (HClO) ed acido cloridrico (HCl), mentre le cariche positive come 

idrogeno (H+) e sodio (Na+) si spostano verso il catodo per legarsi agli elettroni 

dando origine ad idrogeno gassoso (H2) e sodio idrossido (NaOH) (Hsu, 2005). 

 

 

 

Figura 12: Schema di produzione dell’acqua elettrolizzata (Huang et al., 2008) 

 

Nell’anodo si ha quindi come risultato una soluzione ossidante, che ha perso gli 

ioni idrogeno e sodio, denominata Anolyte (Redox: +900 mV, pH= 7,00), mentre 
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al catodo viene prodotta una soluzione riducente, con eccesso di sodio ed 

idrogeno, detta Catolyte (Redox: - 835mV, pH=11,00). 

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

 

 

Polo positivo:                2H2O  →  4H+  +  O2  ↑  +  4e- 

                                      2NaCl  →  Cl2  ↑  +  2e-  +  2Na+ 

                              Cl2  +  H2O  →  HCl  +  HOCl 

 

Polo negativo:                 2H2O  +  2e-  →  2OH-  +  H2  ↑ 

                                   2NaCl  +  2OH-  →  2NaOH  +  Cl- 

 

 

Hsu (2003) ha analizzato la relazione che intercorre tra la velocità del flusso 

d’acqua, la temperatura e la concentrazione di sale sull’efficacia di elettrolisi e di 

separazione su un generatore di EO (Electrolyzed Oxidizing). Si è concluso che il 

potenziale elettrico  (7.9–15.7 V) e il consumo di energia (16–120 W) della cella 

di elettrolisi non sono influenzati da questi parametri; al contrario la corrente 

elettrica cambia con la temperatura dell’acqua e la velocità del suo flusso. Inoltre 

l’efficienza di elettrolisi della cella e l’efficienza di separazione degli ioni 

scambiati attraverso la membrana diminuiscono significativamente con 

l’incremento della velocità del flusso d’acqua e della concentrazione di sale nella 

soluzione (Deza et al., 2003). 

Il maggiore vantaggio dell’acqua elettrolizzata è la sua sicurezza. Essa, che è 

anche un acido forte, è differente dall’acido cloridrico o dall’acido solforico che 

non è corrosivo nei confronti delle membrane o materiali organici. L’acqua 

elettrolizzata non sembra avere problemi di tossicità come altri sanitizzanti quali 

l’ipoclorito di sodio, la formaldeide e la glutaraldeide. Inoltre l’acqua 

elettrolizzata non solo è un mezzo di pulizia del tutto paragonabile alle altre 

tecniche di disinfezione tradizionali, ma riduce i tempi di pulizia, è facile da 

utilizzare, ha pochi effetti collaterali ed è economica (Tanaka et al., 1999). 

Sfortunatamente però la soluzione perde velocemente la sua attività 
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antimicrobica se l’acqua elettrolizzata non è continuamente alimentata con H+, 

HOCl e Cl2 tramite elettrolisi (Kiura et al., 2002). Inoltre non sono da 

sottovalutare alcuni problemi come l’emissione di acido clorico, la corrosione 

metallica e la degradazione delle resine sintetiche, attribuita alla sua forte acidità 

ed al contenuto di cloro libero. L’acqua elettrolizzata possiede attività 

antimicrobica contro Pseudomonas aeruginosa (Kiura et al., 2002; Vorobjeva et 

al., 2003), Staphylococcus aureus (Park et al., 2002b; Vorobjeva et al., 2003), S. 

epidermidis, E. coli O157:H7 (Kim et al., 2000a, 2000b; Park et al., 2004); 

Salmonella Enteritidis (Venkitanarayanan et al., 1999b), Salmonella 

Typhimurium (Fabrizio et al.,  2003), Bacillus cereus (Len et al., 2000; Sakashita 

et al., 2002; Vorobjeva et al., 2003), Listeria monocytogenes (Fabrizio et al., 

2003; Park et al., 2004; Vorobjeva et al., 2003), Mycobacterium tuberculosis 

(Iwasawa et al., 1993), Campylobacter jejuni (Park et al., 2002a), Enterobacter 

aerogenes (Park et al., 2002b) e Vibrio parahaemolyticus (Huang et al., 2006a; 

Kimura et al., 2006). L’acqua elettrolizzata può inoltre ridurre la germinazione di 

specie fungine come Alternaria spp., Bortrytis spp., Cladosporium spp., 

Colletotrichum spp., Curvularia lunata, Didymella bryonaie, Epicoccum nigrum, 

Fusarium spp., Helminthosporium spp. (Buck et al., 2002), Aspergillus spp. 

(Buck et al., 2002; Suzuki et al., 2002a), Monilinia fructicola (Al-Haq et al., 

2001; Buck et al., 2002), Penicillium expansum (Okull et al., 2004). 

Generalmente la maggior parte dei batteri cresce in un range di pH tra 4 e 9. I 

batteri aerobi crescono principalmente a un potenziale redox tra 200 e 800 mV, 

mentre i batteri anaerobi crescono meglio tra -700 e 200 mV. L’alto potenziale 

redox dell’acqua elettrolizzata causa una modifica dei flussi metabolici e della 

produzione di ATP, probabilmente a causa dello scambio nel flusso di elettroni 

delle celle.  

Il basso pH può sensibilizzare la membrana esterna delle cellule batteriche 

rendendola più sensibile al cloro attivo “sensibilizzando” la membrana esterna 

all’entrata del HOCL nelle cellule stesse (McPherson, 1993). L’HOCl, il più 

attivo dei composti al cloro, sembra uccidere la cellula microbica tramite 

l’inibizione di alcune vie metaboliche chiave (ossidazione del glucosio tramite 

l’ossidazione dei gruppi sulfidrici di alcuni enzimi presenti nel metabolismo dei 
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carboidrati). L’azione del cloro è data anche dalla distruzione delle proteine di 

sintesi, dalla decarbossilazione ossidativa degli amino acidi a nitriti ed aldeidi; 

dalle reazioni con acidi nucleici, purine e pirimidine; dallo sbilanciamento 

metabolico dopo la distruzione degli enzimi chiave con conseguente induzione di 

lesioni al DNA con la perdita dell’abilità di trasformazione del DNA, inibizione 

della fosforilazione ossidativa, la formazione di derivati della citosina tossici del 

cloro e la creazione dell’aberrazione cromosomiale (Marriott et al., 2006). Una 

ipotesi alla base dell’inattivazione di batteri basata sull’alto potenziale di 

ossidazione dell’acqua elettrolizzata, che causa diversi danni alle membrane 

cellulari, è stata riportata da Liao et al., (2007).  

Il processo chimico dell’ossidazione si verifica quando l’ossigeno viene a 

contatto con altri composti causando la loro perdita di elettroni e la scissione dei 

composti che in questo modo cambiano le loro funzioni. Nel caso dei 

microrganismi, l’ossidazione può danneggiare le membrane cellulari, può 

interferire e/o inibire alcuni processi metabolici e quindi, in sostanza, uccidere le 

cellule microbiche stesse.  

L’effettp battericida dell’acqua elettrolizzata su Staphylococcus saprophyticus, 

Micrococcus luteus e Bacillus sphaericus è statostati osservato tramite l’utilizzo 

di microscopio elettronico da Osafune et al. (2006). Le cellule trattate con acqua 

acida elettrolizzata avevano pareti cellulari rugose con pori rotondi in cui si erano 

disintegrate le strutture citoplasmatiche. 

In una ricerca Kim et al. 2000a hanno riportato gli effetti del cloro, del pH e dei 

valori del potenziale redox dell’acqua elettrolizzata sull’inattivazione di patogeni. 

Kim et al. (2000a) sono riusciti ad ottenere delle acque chimicamente modificate 

a partire da acqua deionizzata che avevano le  stesse proprietà (pH, cloro e 

potenziale redox) dell’acqua elettrolizzata senza l’impiego dell’ elettrolisi. 
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CAPITOLO 3 - LISTERIA MONOCYTOGENES

3.1 Caratteristiche generali

Il genere Listeria fa parte, dal punto di vista tassonomico, del 

a cui appartengono batteri 

Listeriaceae, di cui è membro anche il genere 

la morfologia cellulare, la motilit

verde quando osservate tramite luce bianca in obliquo. 

aerobio-anaerobio facoltativo, con un optimum di temperatura tra 30

in grado di crescere in un intervallo

Il genere Listeria è composto da sei specie: 

L. seeligeri, L. welshimeri, L. grayi,

londoniensis), L. marthii 

patogena solo per gli animali

animali e gli uomini. Lo stesso nome 

capacità di sopravvivere nei monociti e causare monocitosi negli animali

Queste due specie contengono il gene per la virulenza, associato al fatto che tali 

batteri entrano nella cellula ospite grazie alla listeriolisina (proteina codificata dal 

gene hly), la fosfatidilinositol

la fosfatidilcolina-fosfolipasi C (PC

al., 2005; Liu, 2006). 

 

Figura 13: Cellula di 
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LISTERIA MONOCYTOGENES

Caratteristiche generali 

fa parte, dal punto di vista tassonomico, del phylum

a cui appartengono batteri Gram-positivi, e fa parte della famiglia delle 

di cui è membro anche il genere Bochothrix. Può essere distint

la morfologia cellulare, la motilità e la manifestazione delle colonie di colore blu

verde quando osservate tramite luce bianca in obliquo. Listeria

anaerobio facoltativo, con un optimum di temperatura tra 30

re in un intervallo tra <0°C-45°C. 

è composto da sei specie: Listeria monocytogenes, L. innocua, 

L. seeligeri, L. welshimeri, L. grayi, L. ivanovii (subspecie ivanovii 

L. marthii e L. rocourtiae. Due specie sono patogene

na solo per gli animali, e L. monocytogenes che invece è patogena per 

Lo stesso nome Listeria monocytogenes è correlato alla sua 

capacità di sopravvivere nei monociti e causare monocitosi negli animali

Queste due specie contengono il gene per la virulenza, associato al fatto che tali 

batteri entrano nella cellula ospite grazie alla listeriolisina (proteina codificata dal 

), la fosfatidilinositol-fosfolipasi C (PI-PLC), codificata dal gene 

fosfolipasi C (PC-PLC), codificata dal gene plcB

 

: Cellula di Listeria monocytogenes al microscopio elettronico.
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LISTERIA MONOCYTOGENES 

phylum Firmicutes 

e fa parte della famiglia delle 

essere distinta per 

à e la manifestazione delle colonie di colore blu-

Listeria è un batterio 

anaerobio facoltativo, con un optimum di temperatura tra 30-37°C, ma è 

Listeria monocytogenes, L. innocua, 

ivanovii e subspecie 

Due specie sono patogene: L. ivanovii, 

che invece è patogena per 

è correlato alla sua 

capacità di sopravvivere nei monociti e causare monocitosi negli animali. 

Queste due specie contengono il gene per la virulenza, associato al fatto che tali 

batteri entrano nella cellula ospite grazie alla listeriolisina (proteina codificata dal 

PLC), codificata dal gene plcA e 

plcB (Schmid et 

al microscopio elettronico. 
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I batteri del genere Listeria crescono ranghi un intervallo di pH tra 6 e 9; tutte le 

specie crescono con 10% NaCl ed alcuni ceppi possono tollerale fino al 20% di 

NaCl, mentre tutti i tipi crescono in presenza di bile dal 10 al 40% (McLauchlin 

et al., 2009). Listeria è un microrganismo anaerobio facoltativo e richiede fonte 

di carbonio, quali carboidrati per crescere. Dal glucosio e da altri zuccheri 

vengono prodotti acidi e non gas. È un batterio catalasi positivo, ossidasi 

negativo, rosso-metile positivo, non idrolizza l’urea, la caseina, la gelatina ed il 

latte, mentre idrolizza l’ippurato di sodio. Tale batterio idrolizza l’esculina 

(McLauchlin et al., 2009), un glucoside naturale usato per determinare la 

presenza dell’enzima glucosidasi (esculinasi). Il prodotto dell’idrolisi 

dell’esculina, esculentina, può essere individuato nei terreni contenenti sali di 

ferro tramite la diffusione di complessi nero-marroni. L’esculina è il substrato 

più sfruttato per la glucosidasi nei terreni, ma sono disponibili anche glucosidi 

sintetici. L. monocytogenes, L. ivanovii e L. seeligeri hanno attività emolitica in 

agar con plasma. Le zone in cui avviene l’emolisi ad opera di L. monocytogenes 

e L. seeligeri sono limitate, mentre L. ivanovii produce zone più ampie di 

emolisi. Per la sua relativamente debole emolisi, è consigliato l’utilizzo di terreno 

stratificato con plasma (McLauchlin et al., 2009). Il test CAMP (Christie-Atkins-

Munch-Peterson) è utilizzato per vedere l’incremento di emolisi in presenza di 

Staphylococcus aureus e Rhodococcus equi. 
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Tabella 12: Caratteristiche delle specie di Listeria 

 

(McLauchlin et al., 2009). 

 

L. monocytogenes e L. seeligeri mostrano un incremento di emolisi (CAMP 

positivi) con S. aureus ma non con R. equi. L. ivanovii è CAMP positivo con R. 

equi, ma non con S. aureus. L. grayi, L. innocua e L. welshimeri sono CAMP 

negativi (McLauchlin et al., 2009). 

Listeria monocytogenes ha cellule di forma bastoncellari, mobili a 28° C per la 

presenza di flagelli peritrichi (da 1 a 5), e, come le altre specie di Listeria, è 

catalasi positivo, ma ossidasi negativo ed è un patogeno che si trova 

principalmente negli animali e viene trasmesso agli uomini tramite alimenti e 

bevande contaminate. 

Come le altre specie del genere Listeria, cresce in un range di temperatura molto 

ampio (tra i 3° C e i 45° C) con un optimum tra i 30° e i 38° C. Esso si mantiene 

vitale anche a 0° C e fino a temperature prossime a quelle usate per la 

pastorizzazione. 

3.2  Fattori di virulenza di L. monocytogenes 

Le manifestazioni maggiori derivanti da infezioni da L. monocytogenes sia per 

animali, che umani sono di tipo gastrointestinale, dove, dopo l’assunzione di 

alimenti contaminati, il batterio induce il proprio assorbimento invadendo 
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l’intestino tramite gli enterociti. Da qui L. monocytogenes può diffondersi nelle 

cellule vicine e nel flusso sanguigno, raggiungendo fegato e milza. Se il sistema 

fisiologico è in condizioni normali, i macrofagi epatici e splenici uccidono il 

battere invasore, ma se l’individuo è immuno-depresso, L. monocytogenes causa 

bacteremia e si diffonde negli altri organi, prevalentemente la placenta, il sistema 

nervoso centrale, collegato a meningiti, encefaliti e infesioni materno-infantili 

(Oevermann et al., 2010). I principali fattori di virulenza sono internalina A 

(InlA), internalina B (InlB), listeriolisina (LLO), fosfolipasi C e Actina A 

(ActA). L’InlA è una proteina fondamentale per il passaggio intestinale delle 

cellule epiteliali, riconosce e si lega al recettore umano proteina E-caderina 

presente nella membrana cellulare dell’ospite. La E-caderina è presente nelle 

membrane intestinali, placentali ed in quelle del cervello (Lecuit, 2005): questo 

legame stimola la cellula ospite a fagocitare e quindi introdurre all’interno di sè 

la cellula di L. monocytogenes. Differenti tipi di cellule ospite come epatociti, 

cellule epiteliali, endoteliali possono essere invase tramite la proteina Internalina 

B (InlB) che interagisce con il fattore di crescita dell’epatocita “Met”. 

Nella fagocitosi da parte della cellula ospite il batterio è avvolto in un vacuolo 

fagocitico con una membrana a singolo strato nella cellula (fagosoma). La 

listeriolisina, che è responsabile della proprietà emolitica di L. monocytogenes, 

crea pori nella membrana fagosomiale: questo blocca l’acidificazione di questo 

compartimento e previene la sua fusione con i lisosomi (Shaughnessy et al. 

2006), consentendo così al battere di fuoriuscire nel citoplasma della cellula 

ospite.  

Due differenti fosfolipasi C sono collegate all’invasione da parte di Listeria verso 

la cellula ospite: fosfatidil-inositol fosfolipasi C (PI-PLC) e fosfatidil-colina 

fosfolipasi C (PCPLC) che, insieme alla listeriolisina (LLO), facilitano la 

fuoriuscita di L. monocytogenes dal primo fagosoma, il passaggio da cellula a 

cellula e la creazione del secondo fagosoma. Non appena il batterio fuoriesce dal 

primo fagosoma nel citoplasma della cellula ospite, inizia a moltiplicarsi 

rapidamente e per essere in grado di muoversi in altre cellule, una proteina 

superficiale Actina A (Act A) induce la polimerizzazione delle molecole di actina 

del citoscheletro della cellula ospite sulla superficie del batterio. Dopo tre o 
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quattro ore dall’inizio dell’infezione 

presenta come una “coda

citoplasma verso le cellule vicine: parte della membrana della cellula ospite si 

rigonfia mentre la membrana della cellula vicina si curva internamente. Quindi il 

vacuolo a doppia membrana che ospita la cellula batterica viene fagocitato dal

cellula vicina, ed in questo modo si crea un secondo fagosoma. Questo fagosoma 

è lisato da LLO e PC-PLC, dando inizio ad una nuova infezione. 

 

Figura 14: Ciclo di infezione intracellulare di Listeria monocytogenes 

 

Una volta fagocitate, le cellule d

della cellula e diventano parassiti intra

Rickettsia rickettsii. Questo processo spinge il batterio a muoversi da una cellula 

all’altra senza lasciare lo spazio intracellulare così 

sistema immunitario. 

3.3 Fattori di sviluppo di 

I fattori che maggiormente influenzano lo sviluppo e la crescita di 

monocytogenes negli alimenti sono 

dell’acqua (aw) presenti nella matrice alimentare.
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Una volta fagocitate, le cellule di Listeria, non vengono mai portate al di fuori 

della cellula e diventano parassiti intra-citoplasmatici come Shigella flexneri 
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all’altra senza lasciare lo spazio intracellulare così da non avere relazioni con il 

Fattori di sviluppo di L. monocytogenes in alimenti 

I fattori che maggiormente influenzano lo sviluppo e la crescita di 

negli alimenti sono la temperatura, le condizioni di pH ed attività 

presenti nella matrice alimentare. 
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3.3.1 Temperatura 

La temperatura a cui gli alimenti vengono esposti può favorire, preservare od 

annientare lo sviluppo del microrganismo. A 0-45°C il batterio cresce a livelli 

differenti a seconda poi del substrato di crescita. Temperature sotto i 0°C 

congelano la coltura o l’alimento e preservano od inattivano moderatamente il 

patogeno, mentre temperature sopra i 50°C sono letali.  

Il patogeno mantiene le sue funzioni fisiologiche in ambienti freddi dal momento 

che i suoi fosfolipidi di membrana rimangono in uno stato liquido-cristallino per 

mantenere un adeguato livello di fluidità della membrana stessa, garantendone in 

tal modo la possibilità di crescere a basse temperature. La membrana di L. 

monocytogenes contiene più del 95 % di acidi grassi in forma di catene 

ramificate (Annous et al., 1997) composte a 37°C da un maggior quantitativo di 

acidi grassi anteiso C15:0, C17:0 ed iso C15:0, che sono acidi grassi derivanti da 

insaturazione ed idrossilazione.  

Quando la temperatura viene portata a 5°C, la forma predominante diventa quella 

anteiso C15:0 (65-85% del totale degli acidi grassi) con la riduzione in 

proporzione delle lunghe catene alifatiche C17:0 (Annous et al., 1997) e 

l’aumento di ramificazioni asimmetriche che riduce i legami di Van der Waals 

tra i costituenti di membrana. Essendo ridotto l’impaccamento degli acidi grassi a 

basse temperature, a queste condizioni aumenta anche la fluidità di membrana 

del patogeno. 

Inoltre Listeria monocytogenes per resistere a basse temperature produce le 

proteine “cold shock proteins” (Csps), utilizzate nel caso di shock termici 

repentini, e le “acclimation proteins” (Caps), sintetizzate durante la fase di 

bilanciamento della crescita a basse temperature (Bayles et al., 1996). 

L. monocytogenes è inoltre in grado di accumulare soluti compatibili con il 

citoplasma come glicina, betaina e carnitina, composti che assumono un ruolo di 

crioprotettori: questi esplicano un ruolo diretto sulla membrana cellulare, 

modificano l'ambiente intra ed extracellulare, si sostituiscono all'acqua 

diminuendo così la formazione di cristalli di ghiaccio od abbassando il punto di 

congelamento. 
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L. monocytogenes sopravvive anche ai normali processi di pastorizzazione (71°C 

per 15 secondi): si è osservato un aumento di 7 volte della termo-tolleranza in 

seguito ad una esposizione a temperature superiori a 45°C per 180 minuti (Pagàn 

et al., 1997). Anche il grado di esposizione e la matrice influenzano largamente il 

grado di termo-tolleranza di L. monocytogenes (Linton et al., 1998). Il patogeno 

tollera alte temperature attraverso la sintesi di proteine come DnaK, GroES e 

GroEL (chaperonine) che mantengono la struttura delle proteine della cellula 

assicurando il raggiungimento ed il mantenimento del corretto stato 

conformazionale delle catene polipeptidiche sintetizzate, dirigono l'assemblaggio 

di complessi multi enzimatici, contribuiscono al mantenimento od alla creazione 

di uno stato di parziale denaturazione delle proteine che così sono più facilmente 

trasportabili attraverso le membrane dei mitocondri e stabilizzano le proteine 

danneggiate facilitandone la rinaturazione e/o la degradazione. Esiste inoltre un 

enzima proteolitico Clp in grado di proteggere i batteri sia Gram-positivi, che 

quelli Gram-negativi, ed in L. monocytogenes questa famiglia di proteasi assume 

un ruolo fondamentale nella resistenza a varie condizioni di stress ambientale 

(Hill et al. 2002). 

Secondo Tienungoon et al. (2000) la minima temperatura di crescita, in 

condizioni di pH ottimali, è tra –1.6 e 0.41 °C per L. monocytogenes. I limiti di 

crescita a temperatura di refrigerazione, quindi, dipendono fortemente dal pH 

(Tienungoon et al., 2000). 

I microrganismi cresciuti nelle loro condizioni ottimali mostrano una breve fase 

di latenza (fase lag), un breve tempo di generazione durante la fase di crescita 

esponenziale ed un’alta concentrazione microbica in fase stazionaria. La velocità 

specifica di sviluppo (µ) di ogni microrganismo raggiunge un picco massimo 

(µmax) nella fase esponenziale di crescita, ed è inversamente proporzionale al 

tempo di generazione: 

Tempo di generazione = 0.693/µ 

Dal momento che la temperatura ottimale di crescita per L. monocitogenes, come 

riportato in letteratura, si aggira tra i 30 e i 37°C, la determinazione della sua 

cinetica di sviluppo in alimenti ha prodotto quindi risultati differenti. Alcuni 

ricercatori hanno creato modelli sulla velocità di sviluppo di L. monocytogenes in 
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brodo di coltura a differenti condizioni (Eastern Regional Research Center. 2003. 

USDA. Pathogen Modeling Program, ERRC, 2003) e, seguendo questo modello, 

la fase lag ed il tempo di generazione sono più brevi da 1.7 a 0.3 ore, quando il 

battere è incubato in anaerobiosi a 37°C con aw media 0.997 e pH iniziale di 7. 

Abbassando progressivamente la temperatura, questi due parametri crescono. 

Robinson et al. (1998) hanno osservato una fase lag più breve a 15°C rispetto a 

20 o 25°C. In generale si può affermare che il tempo di generazione di L. 

monocytogenes decresce sostanzialmente quando la temperatura incrementa da -

1.5 a 30°C. Ad esempio è stato osservato che tale patogeno è in grado di 

sviluppare in roast-beef conservato sottovuoto a -1.5°C seppure con un tempo di 

generazione calcolato di 100 ore (Hudson et al., 1994): infatti il mantenimento 

dei prodotti a temperature di refrigerazione ritarda, ma non previene lo sviluppo 

di Listeria. Ad ulteriore dimostrazione di ciò si è visto che il tempo di 

generazione in prodotti caseari incrementa a temperatura di refrigerazione, ma, 

tuttavia non impedisce la crescita del patogeno: in particolare sono stati rilevati 

tempi di generazione da 28.5 a 46 ore, 1.8 ore e 0.7 ore quando il patogeno è 

stato incubato a temperature rispettivamente di 4, 21, o 35°C (Rosenow et al., 

1987). In assenza di antimicrobici portare gli alimenti da 20 a 43°C supporta una 

veloce crescita del patogeno.  

La relazione tra la temperatura di incubazione ed il tempo di generazione può 

essere utile per studi di analisi del rischio, anche se sono state osservate 

variazioni a diverse temperature: alcuni studi (Rosenow et al., 1987) mostrano 

una relazione lineare tra la radice quadrata del massimo valore specifico di 

crescita e la temperatura di incubazione (Figura 15), mentre altri lavori hanno 

evidenziato una relazione non lineare tra i due parametri, mostrando un plateau di 

crescita una volta raggiunto l’optimum di temperatura (Robinson et al., 1998). 

Un’ alta concentrazione di sale (4.5 al 7.5%) può mascherare gli effetti della 

temperatura sulla crescita incrementando il tempo di generazione e contribuendo 

quindi ad una deviazione della retta dalla linearità. 
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Figura 15: Relazione lineare tra la temperatura di incubazione e la radice quadrata 
della velocità massima di crescita (�µ���)di L. monocytogenes in vari alimenti, 

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

 

 

Alcuni ceppi di L. monocytogenes hanno 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 coltura Tryptone soy broth con 0.6% di 

estratto di lievito  (Barbosa et al., 1994). La variabilità tra i vari ceppi dimostra 

l’importanza di selezionarne un target da utilizzare nei challenge test: la 

selezione di un ceppo che cresce rapidamente ed è resistente ai trattamenti è 

importante per incrementare la ricerca riguardo l’ottimizzazione dei trattamenti 

stessi sugli alimenti, evidenziando il fallimento di un processo quando il 

patogeno riesce a sopravvivere durante la conservazione. 

 

3.3.2. Acidità  

L. monocytogenes sviluppa molto bene in condizioni di pH vicine alla neutralità; 

tuttavia sono state riportate crescite del microrganismo tra valori di pH di 4 e 9.6 
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(Petran et al., 1989; Phan-Thanh, 1998). In assenza di altri fattori limitanti, la 

densità cellulare finale più alta è stata riscontrata tra pH 6 e 8 (Buchanan et al., 

1994). Il microrganismo tollera valori di pH bassi mediante una serie di 

meccanismi di adattamento che includono la modificazione degli scambi ionici 

della membrana cellulare oppure l’azione del sistema della glutammato-

decarbossilasi. Infatti la vitalità batterica dipende dall’abilità delle cellule di 

mantenere un pH intorno alla neutralità, eliminando i protoni in eccesso dal 

citoplasma quando vi sono condizioni di media acidità. Sotto ad una certa soglia 

di pH, le cellule non sono più in grado di espellere velocemente protoni che 

quindi si accumulano al suo interno: l’acidificazione del citoplasma riduce la 

forza della membrana che spinge all’esterno i protoni, privando le cellule 

dell’energia essenziale per il loro metabolismo. L’eccesso di ioni H+ altera 

l’attività enzimatica e può denaturare le proteine (Stratford et al., 1998); quindi, a 

seconda della composizione dell’alimento, delle condizioni di conservazione e 

del processo produttivo, il basso pH può essere “listericida” o “listeriostatico”. Il 

glutammato contenuto in molti alimenti come maionese, insalate, succhi di frutta 

e yogurt può incrementare la sopravvivenza del patogeno a condizioni di acidità: 

l’internalizzazione del glutammato da parte della cellula batterica svolge una 

funzione di lavaggio protonico, prevenendo così l’acidificazione citoplasmatica. 

L. monocytogenes, inoltre, in condizioni acide, va incontro a molti cambiamenti 

riguardanti l'espressione genica, incrementando o diminuendo la sintesi di molte 

proteine: in particolare si è riscontrata l'induzione di 47 e 37 proteine in terreni 

con aggiunta di acido cloridrico fino ad valori di pH di 3.5 e 5.5 rispettivamente; 

tali proteine sono state sequenziate e identificate da Hill et al. (2002).  

La fase lag ed il tempo di generazione crescono considerabilmente alla 

diminuzione di pH al di sotto di un valore di 6.5 (ERRC, 2003): infatti Listeria 

monocytogenes può crescere in prodotti a bassa acidità, inclusi prodotti 

fermentati in relazione ad aw e fattori intrinseci. Sebbene non sia stata 

documentata crescita di L. monocytogenes a pH<4, sembra che questo 

microrganismo sia acido-tollerante, sopravvivendo in succhi d’arancia con pH 

3.6 per 1-4 giorni a 4°C (Parish et al., 1989), e per più di 200 giorni e 365 giorni 

in formaggi Cheddar (pH 5.1) conservati a 13 e 6°C rispettivamente (Ryser et al., 
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1987). L’effetto del pH sulla vitalità cellulare dipende fortemente da altri fattori 

ambientali e dallo stato fisiologico del microrganismo. Ad esempio sono stati 

osservati l’ assenza di crescita ed il decremento della vitalità cellulare a pH 5.5 

quando le condizioni di temperatura non erano ottimali per la sopravvivenza del 

patogeno. All’interno di un range di pH tra 3.2 e 4.4 (ERRC, 2003) in cui è stato 

stimato un decremento di concentrazione in brodo di coltura, il valore predetto di 

D (temperatura di riduzione decimale) decresce con il pH con andamento non 

lineare (Figura x). Questo decremento di D è inoltre molto rimarcato quando la 

temperatura passa da 4 a 35°C. 

 

 

Figura 16: Tempo di esposizione sotto condizioni letali di acidità, necessarie per 
diminuire L. monocytogenes di 3 log (D=3). (ERRC, 2003) 

 

La refrigerazione inibisce la crescita di L. monocytogenes, ma comunque 

permette la sopravvivenza del patogeno. Latte inoculato con Listeria 

monocytogenes ed addizionato a yogurt ne ha permesso ad esempio la 

sopravvivenza per 27 giorni a 4°C (Choi et al., 1988). Un altro studio ha 

evidenziato la capacità di questo patogeno di sopravvivere anche in fiocchi di 

latte per più di 35 giorni a 5°C (Piccinin et al., 1995). Questi lavori suggeriscono, 

quindi, che i prodotti acidi refrigerati possono essere considerati un possibile 

veicolo di infezione di listeriosi. La temperatura influenza significativamente  la 

crescita del patogeno in condizioni di acidità che viene inibita maggiormente a 

basse condizioni di entrambe i fattori, ad esempio 5°C e pH 4.5 (ERRC, 2003).  

La sensibilità di L. monocytogenes a condizioni di alta acidità (pH <4.5) 

incrementa con la temperatura, soprattutto quando il substrato di crescita non 
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contribuisce allo sviluppo del patogeno e, inoltre, la resistenza varia 

sostanzialmente con le condizioni fisiologiche del microrganismo stesso. Ad 

esempio, l’esposizione della cellula a stress ambientali può indurre un 

meccanismo di adattamento che incrementa l’acido-tolleranza da parte di Listeria 

monocytogenes: infatti a pH 3.5 si è vista una concentrazione cellulare più alta di 

3.1-6.4 volte rispetto ai controlli non sottoposti a stress (Lou et al., 1996).  

 

3.3.3 Attività dell’acqua e tolleranza al sale 

Listeria monocytogenes è in grado di crescere in ambienti con bassi valori di aw 

ed in particolare con concentrazioni di NaCl superiori al 10%. 

Per fare ciò questi microrganismi producono due importanti proteine denominate 

“salt shock protein” (Ssp) e “stress acclimation protein” (Sap) per la loro stretta 

somiglianza a quelle per lo shock termico, Csp e Cap: le prime vengono indotte 

rapidamente, ma vengono sovra-espresse solo per un breve periodo, mentre le 

seconde continuano ad essere espresse per ore dopo che le condizioni tornano 

ottimali (Duche et al. 2002). 

Un altro meccanismo alla base della resistenza agli stress osmotici prevede la 

capacità di L. monocytogenes di assimilare composti osmoprotettivi, cioè 

altamente solubili (come glicina betaina, prolina betaina, acetil carnitina) che, 

non avendo carica elettrica, a pH fisiologico possono essere accumulati 

all'interno della cellula senza intaccarne le funzioni, cosicché questa possa 

rispondere allo stress osmotico (Bayles et al., 2000). 

L’alta osmolarità, intesa come bassa attività dell’acqua, in una cellula batterica 

decresce la pressione di turgore, che è quella forza che incrementa il grado di 

espansione cellulare e quindi contribuisce alla crescita ed alla divisione delle 

cellule stesse. Una riduzione del turgore inibisce quindi la crescita batterica 

(Amezaga et al., 1995). 

La maggior parte dei prodotti alimentari freschi hanno un’attività dell’acqua > 

0.98 (ERRC, 2003). L’essiccamento e l’incremento di sale o di zucchero sono 

metodi tradizionali per abbassare l’aw. Listeria monocytogenes sopravvive a 

basse aw con uno sviluppo ottimale a 0.97 (Petran et al.,1989), anche se è in 
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grado di crescere fino a valori di aw di 0.90. I valori di aw più bassi che 

permettono comunque la crescita fino a livelli di 6.5 log UFC/mL in presenza di 

glicerolo (30%), saccarosio (39.4%), NaCl (11.5%) e propilen-glicole (16.7%) 

sono rispettivamente 0.90, 0.92, 0.92, 0.97 (Miller et al., 1992; Nolan et al., 

1992). La fase lag di crescita ed il tempo di generazione incrementano quando 

l’aw decresce; anche se non sembra che Listeria monocytogenes cresca ad aw < 

0.90, il batterio sopravvive nell’ambiente, in particolare in condizioni di 

refrigerazione per lunghi periodi in alimenti come salami (aw 0.79 - 0.86) a 4°C 

per 84 giorni (Johnson et al., 1988). Valori di aw <0.90 hanno un’azione 

batteriostatica nei confronti di L. monocytogenes, ma appena tali valori 

incrementano, può riniziare lo sviluppo microbico. L’effetto combinato di aw e 

temperatura di crescita è fondamentale: infatti la maggiore inibizione è stata 

osservata quando sia la temperatura, che l’aw sono ai loro valori minimi (Figura 

17).  
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Figura 17: Cambiamento di fase lag (A) e di tempo di generazione (B) di L. 
monocytogenes a differenti valori di aw e temperature di incubazione (pH 7). (ERRC, 

2003) 
 

3.4 Epidemiologia  

Tutte le specie del genere Listeria sono ben distribuite in natura (suolo, 

vegetazione, acqua, alimentazione animale, pollame fresco e congelato, scarti di 

macelli e feci anche umane). Ad esempio gli ambienti che circondano gli animali 

per la produzione di latte sono facilmente contaminati da feci, ed il latte può 

essere facilmente contaminato con L. monocytogenes durante la produzione 

poichè il batterio può passare dal bestiame agli edifici di produzione tramite 

guanti e scarpe. Nei macelli, le carcasse e la carne possono essere contaminate 

dal contenuto intestinale. In 2056 campioni fecali, ambientali ed alimentari 

raccolti presso alcune fattorie bovine, Nightingale et al. (2004) hanno trovato il 

20.1% dei campioni positivi a L. monocytogenes. Inoltre, in 1805 campioni di 
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suolo, acqua e campioni di terreno da ambiente urbano od a basso contatto diretto 

con animali e uomini, come parchi e foreste, la percentuale positiva è stata del 

7.3% da aree urbane e l’1.3% da ambienti naturali (Nightingale et al., 2004).  

I disturbi sono principalmente trasmessi da alimenti contaminati da L. 

monocytogenes (McLauchlin et al., 2009). La via di trasmissione cutanea è più 

rara e causa dermatiti. La prima epidemia che identificò L. monocytogenes come 

agente trasmesso dagli alimenti colpì 41 pazienti di cui 17 morirono in Nuova 

Scozia, in Canada nel 1981. Il veicolo d’infezione era costituito da insalata di 

cavolo. Nei paesi civilizzati, dove la listeriosi viene documentata, l’incidenza è 

circa di 0.3% sulla popolazione (Todd et al., 2011) con un’incidenza maggiore 

nei paesi scandinavi probabilmente per il maggiore consumo di pesce affumicato 

(Todd et al., 2011). Dal 2005 in Svezia c’è stato un incremento dei casi di 

listeriosi fino al 2009 con il raggiungimento di 0.78% di casi nella popolazione, il 

numero più alto mai riportato (SMI 2012). Il batterio è stato isolato da circa il 

20% dei prodotti contaminati di salmone affumicato venduto in Svezia con livelli 

di contaminazione compresi in un intervallo da < 100 a 1500 UFC/g (Peiris et al., 

2009). Dal 2001 al 2007 l’incidenza di listeriosi in pazienti oltre i 60 anni in 

Gran Bretagna e Galles è duplicato: tali individui avevano consumato carne cotta 

(bistecche di manzo, prosciutto, carne di maiale), pesce cotto (specialmente 

salmone affumicato), crostacei, come gamberi, e prodotti pronti come insalate 

(Gillespie et al., 2009). 

Un’incidenza maggiore di listeriosi batterica tra gli anziani, dovuta anche alla 

conservazione degli alimenti tramite congelamento inadeguato, è stata riportata 

in Scozia, Irlanda, Germania, Belgio, Francia, Lituania, Olanda e Spagna. A 

questi pazienti anziani venivano somministrate terapie immunosoppressive per 

malattie croniche, che di conseguenza avevano incrementato il rischio di 

listeriosi (ACSMF, 2009).  

Quindi un’ampia gamma di alimenti può essere contaminata da L. 

monocytogenes, inclusi latte e derivati (latte crudo e pastorizzato, formaggi molli 

stagionati, gelati), carne e derivati (carne cruda, carne cruda fermentata, pollame 

crudo e cotto), pesce crudo e vegetali crudi. Le epidemie sono però associate 

prevalentemente al consumo di alimenti ready-to-eat poiché L. monocytogenes è 
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un microrganismo psicrotrofo e può resistere a condizioni sfavorevoli, 

stabilizzandosi negli impianti di produzione alimentare: infatti numerosi casi di 

listeriosi sono collegati a questi alimenti pronti all’uso, consumati senza idonei 

metodi di controllo come un’adeguata cottura (Todd et al., 2011). Il tenore di vita 

dei consumatori durante gli anni è cambiato ed anche il tempo a disposizione che 

hanno per preparare alimenti in casa. Nel mondo, a causa di questo cambiamento 

radicale delle abitudini di vita, sono cambiate anche le abitudini alimentari con 

un incremento degli alimenti ready-to-eat che nell’industria alimentare sono 

sempre più in espansione. Questo ha portato le stesse industrie ad avere più 

preoccupazione nei confronti della listeriosi che richiede molta attenzione per 

questo tipo di processo produttivo (Alleberger et al., 2010). Per controllare L. 

monocytogenes nei prodotti ready-to-eat sono state incrementate le misure di 

sicurezza anche verso il consumatore, incrementando le indicazioni in etichetta di 

tempo e temperatura di conservazione. 

In particolare gli alimenti prevalentemente contaminati in Gran Bretagna sono i 

sandwiches pre-confezionati, insalate miste che talvolta eccedono il limite di 100 

UFC/g, specialmente se contengono insalata.  

I sintomi iniziali di disturbi nell’uomo derivanti da alimenti contaminati da 

Listeria monocytogenes sono influenza, incluse febbri persistenti. La 

manifestazione dell’infezione può essere limitata da sintomi gastro-intestinali 

come nausea, vomito, diarrea o può avanzare verso infezioni più serie sistemiche 

e con rischio di mortalità, come setticemia, meningite, encefalite, infezioni 

intrauterine o cervicali in donne incinte, che portano ad aborto spontaneo (FDA, 

2009). 

Non si conosce né la dose infettante, che si stima essere inferiore a 103 UFC/g, né 

il tempo di incubazione, che probabilmente è superiore a 12 ore. Il tempo di 

incubazione per i disturbi più gravi è sconosciuto, ma può essere da pochi giorni 

a tre settimane. Il tasso di mortalità è alto per meningiti (70%), setticemia (50%) 

ed infezioni neonatali e perinatali (80%) (FDA, 2009). 

I gruppi di popolazione a rischio includono donne incinte ed il feto, e persone 

immunodepresse. Gli anziani, i diabetici, gli asmatici ed i pazienti con ulcere e 

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

per diminuire il rischio di listeriosi 

Uno degli aspetti dibattuti dei criteri microbiologici per Listeria monocytogenes è 

il problema se il target negli alimenti debba essere l’assenza di L. monocytogenes 

o se possono essere accettati bassi livelli di concentrazione di tale 

microrganismo, come ad esempio la possibilità di avere un limite di 100 UFC/g 

in prodotti a fine shelf-life. Alcuni paesi richiedono l’assenza del patogeno nei 

prodotti ready-to-eat in 25 g di prodotto destinati ai bambini ed altri gruppi di 

popolazione vulnerabili, ed alimenti pronti all’uso che favoriscono la crescita di 

L. monocytogenes come gli alimenti refrigerati ready-to-eat con lunga shelf-life 

come panini pre-confezionati, carne in scatola, formaggi molli e pesce 

affumicato e marinato. Livelli di 100 UFC/g sono permessi quando la crescita 

dovrebbe essere molto lenta o sfavorita nel substrato alimentare. 

Le listeriosi derivanti da alimenti possono essere prevenute in due modi: tramite 

il controllo dell’organismo nell’ambiente di lavorazione, e tramite un’altissima 

attenzione alla preparazione domestica degli alimenti poiché, sebbene la cottura e 

la pastorizzazione eliminano il rischio delle listeriosi alimentari interamente, le 

moderne preferenze alimentari esaltano la “salubrità” di alimenti crudi e 

minimamente processati come parte di una dieta corretta (Schlech, 2000). 

Ricordando che L. monocytogenes può sviluppare in presenza di alte 

concentrazioni di sale (10% NaCl) ed in un vasto range di pH (pH 4.5–9) e 

temperatura (0–45°C) (Velge et al., 2010), gli alimenti che non supportano la 

crescita del microrganismo hanno un pH ≤ 4.4 od aw ≤ 0.92: a tale proposito, se 

un prodotto ha un pH≤ 5.0, l’aw deve essere ≤ 0.94 o vice versa (EC No. 

2073/2005). Sono presenti una serie di linee guida per le industrie poiché, 

sebbene la cottura uccida il batterio, esso può essere potenzialmente presente in 

alimenti crudi o pronti all’uso: in questi prodotti i produttori devono verificare 

dove Listeria monocytogenes può crescere e dove no per prevenire la 

contaminazione e la crescita. Anche la determinazione di un’adeguata shelf-life è 

fondamentale per controllare questi alimenti. In Canada è prevista una 

combinazione di controlli nell’industria, nell’ambiente e sul prodotto finito. 
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L’intento di controllo sull’ambiente, in particolare sulle superfici a contatto con 

gli alimenti, è di monitorare l’effettiva sanitizzazione e le buone pratiche di 

lavorazione (GMP, Good Manufacturing Practice

esortate ad effettuare controlli sugli ambienti di lavoro a contatto o 

alimenti in cui si possono creare potenziali nicchie e siti 

sviluppo per Listeria spp.

essere una fonte di disseminazione del patogeno tramite contaminazione crociata. 

I prodotti crudi che entrano nella linea produttiva possono essere contaminati per 

cui è bene effettuare trattamenti adeguati come affumicatura e cottura poiché 

senza trattamenti il patogeno entra a far parte della flora microbica domestica e 

sopravvive per lunghi periodi.

 

3.6 Metodi di rilevamento di Listeria monocytogenes negli alimenti

I metodi raccomandati dalle diverse autorità normative per la rilevazione di 

monocytogenes, anche se questi hanno variazioni nella selezione delle colture e 

nella preparazione dei campioni, seguono tutti gli stessi procedimenti e mezzi 

che possono essere applicati ad ogni alimento. I procedimenti e

previsti dalla Food and Drug Administration

Department of Agriculture

Standardization (ISO) sono indicati nella tabella seguente.

 

Tabella 13: mezzi e condizioni di incubazione raccomandati da ISO, FDA e USDA 
per la ricerca di 

Aloa: Agar Listeria Ottaviani & Agostini; BLEB: Brodo di arricchimento per Listeria 
tamponato; BPW: Acqua Peptonata T
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3.6 Metodi di rilevamento di Listeria monocytogenes negli alimenti 

I metodi raccomandati dalle diverse autorità normative per la rilevazione di L. 

, anche se questi hanno variazioni nella selezione delle colture e 
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e applicati ad ogni alimento. I procedimenti ed i materiali 

(FDA), da United States 

International Organization for 

: mezzi e condizioni di incubazione raccomandati da ISO, FDA e USDA 
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Aloa: Agar Listeria Ottaviani & Agostini; BLEB: Brodo di arricchimento per Listeria 
BLEB: Brodo di 
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Arricchimento per Listeria Tamponato con AcidoMorfolinePropaneSulfonico; MOX: 
Oxford Agar Modificato; OXA: Oxford Agar; PALCAM: Agar Selettivo per Listeria 
Palcam; UVM: Brodo modificato dell’Università del Vermont.  (Da Silva et a., 2013.) 
 

I mezzi utilizzati si basano su una serie di agenti selettivi come acriflavina, 

cloruro di litio, colistina, cefotetan, moxalactam ed acido nalidixico. L’idrolisi 

dell’esculina effettuata dalla glucosidasi (esculinasi) è l’attività selettiva più 

utilizzata per effettuare lo screening su colonie sospette. Anche se tutte le specie 

di Listeria sono positive all’idrolisi dell’esculina, i mezzi utilizzati per tale 

attività non sono caratteristici per L. monocytogenes.  

In ISO 11290-1:1996/Amd.1:2004 viene utilizzato un mezzo selettivo per L. 

monocytogenes cromogenico, ALOA (Agar Listeria Ottaviani e Agosti), per 

eseguire lo screening su colonie sospette. Il terreno ALOA utilizza due substrati 

differenti: X-Glu (5-Bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-glucopiranoside), cromogenico 

per l’enzima glucosidasi, e L-α- fosfatidilinositolo, non cromogenico, per 

l’enzima fosfatidilinositolo-fosfolipasi (PI-PLC). Lo sfaldamento del substrato 

cromogenico dall’enzima glucosidasi si manifesta tramite colonie blu, che 

indicano quindi la presenza di Listeria spp. Lo sfaldamento del substrato di PI-

PLC si manifesta con un alone bianco precipitato attorno alla colonia, che indica 

la presenza di Listeria patogena (L. monocytogenes e/o L. ivanovii). ALOA 

presenta fosfatidilinositolo come substrato per determinare la presenza 

dell’enzima PI-PLC (OCLA Differential Supplement SR0244, Oxoid) o lecitina 

(Brilliance Listeria Differential Supplement SR0228, Oxoid) per PC-PLC. La 

Food and Drug Administration raccomanda inoltre l’uso di un mezzo 

cromogenico in aggiunta all’agar selettivo contenente esculina, inclusi ALOA, 

CHROMagar, BCMR o RAPID'Lmono (Hitchins, 2011). 

Un diagramma di flusso generale per l’individuazione di L. monocytogenes negli 

alimenti prevede il metodo di presenza/assenza. Le varie fasi sono le seguenti. 

1- Pre-arricchimento ed arricchimento selettivo: si omogenizziano 25 g di 

alimento, o 25 ml di campione, con 225 ml di brodo di arricchimento 

tamponato (Buffered Listeria Enrichment Broth- BLEB), contenente sodio 

piruvato, senza agenti selettivi (acriflavina HCl, acido nalidixico e 

cicloesimide). Viene effettuata l’incubazione a 30°C (pre-arricchimento) e 
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in seguito si aggiungono gli agenti selettivi, continuando ad incubare a 

30°C per un tempo totale di 48 ore (arricchimento selettivo). Se non è 

disponibile il cicloesimide, si può utilizzare pimaricina (25 mg/l). Se nel 

campione si ha una bassa quantità di lieviti e muffe, questi agenti 

antifungini sono richiesti. 

2- Piastre selettive-differenziali: dalle colture ottenute dal BLEB ottenute 

dopo 24-48 ore di incubazione, si striscia un’ansata su una piastra di agar 

selettivo contenente esculina. Per ogni terreno selettivo utilizzato viene 

effettuata l’incubazione nelle opportune condizioni: OXA (Oxford Agar) 

MOX (Modified Oxford Agar) e Palcam Listeria Selective Agar sono 

incubati a 35°C per 24-48 ore; LPM (Lithium Chloride Phenyethanol 

Moxalactam) con aggiunta di esculina e Fe3+ è incubato a 30°C per 24-48 

ore. Le colonie di Listeria sono nere con un alone nero, che indica 

l’idrolisi dell’esculina. 

3- Conferma: da ogni piastra contenente agar selettivo, vengono selezionate 

cinque o più colonie tipiche per confermare che si tratti effettivamente di 

L. monocyogenes. La coltura viene purificata tramite strisciamento di 

un’ansata su Trypticase Soy Agar con 0.6% di estratto di lievito (TSA-

YE). Viene incubato a 30°C/24–48 ore. Ulteriori test di conferma che 

vengono utilizzati, determinati dall’isolamento di una colonia da TSA, 

sono quello della catalasi, la colorazione di Gram e la motilità a fresco: si 

osserva la motilità tramite immersione in olio, al microscopio. Tutte le 

specie di Listeria mostrano motilità.  

Tramite la preparazione di una brodo-coltura Tripticase Soy broth (TSB) 

si può determinare la motilità con un metodo semi-solido: da tubi inoculati 

di TSB si aggiunge Indolo Sulfide (SIM). Dopo incubazione a 25°C per 

sette giorni si osserva la crescita giornalmente: le colonie di Listeria 

presentano una crescita simile ad un ombrello in quanto sono dotate di 

motilità. Può essere effettuato anche il test per l’emolisi: viene 

contrassegnata una griglia di 20-25 sezioni sul fondo di una piastra con 

Agar con plasma di pecora. Dalle colonie del TSA viene inoculata una 

coltura per sezione tramite spatola. Si inoculato controlli positivi e 
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negativi (positivi =L. ivanovii e L. monocytogenes, negativi = L. innocua) 

in parallelo che si esaminano dopo un’incubazione a 35°C/24–48 ore. 

L.monocytogenes e L. seeligeri producono una leggera emolisi con un 

alone attorno alla colonia. L. innocua non mostra attività emolitica e L. 

ivanovii produce un ben definito alone attorno alla colonia. Dalla coltura 

in TSB-YE si può determinare anche la fermentazione dei carboidrati 

tramite l’inoculo per 7 giorni a 37°C dei tubi di brodo viola (Purple Broth) 

con 0.5% di carboidrati (destrosio, esculina, maltosio, mannitolo, xilosio). 

La variazione di colore da viola a giallo indica un indice positivo 

all’utilizzo degli zuccheri, tramite la produzione di acidi, mentre l’assenza 

di cambiamento di colore indica attività negativa per gli zuccheri. Tutte le 

specie di Listeria sono negative alla produzione di gas, positive per la 

produzione di acidi da destrosio, esculina e maltosio. L. monocytogenes 

fermenta il ramnosio, mentre è negativa per lo xilosio ed il mannitolo (Da 

Silva et al., 2013). 
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Figura 18: Schema di analisi per l’individuazione di L. monocytogenes negli alimenti 
usando il metodo di presenza/assenza (Hitchins, 2011)

 

Nuove tecniche molecolari sono sempre più 

quantificazione e lo studio di popolazioni microbiche negli alimenti o durant

Listeria monocytogenes                                                                       
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usando il metodo di presenza/assenza (Hitchins, 2011).
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processi di trasformazione. Tra questi metodi, la tecnica basata sulla PCR 

(Polymerase Chain Reaction) è stata notevolmente considerata in quanto utilizza 

primer nucleotidici che individuano i fattori di virulenza e non virulenza come 

hemolisina (hly), proteine associate all’invasione (iap), e geni che codificano per 

16S rRNA. La Real-time PCR, anche chiamata Real-time PCR (qPCR) 

quantitativa è una tecnica molecolare che viene utilizzata per amplificare e 

simultaneamente quantificare una precisa molecola di DNA dal momento che la 

reazione prosegue in tempo reale ed ogni nuovo frammento di DNA creato viene 

reso fluorescente tramite una particolare molecola fluorofora (Sybr green) 

rendendo così quantificabile la concentrazione di un certo DNA o RNA in un 

gruppo di cellule batteriche. Questo metodo è molto veloce ed è richiesto meno 

tempo per ottenere risultati poiché sono necessari solo due giorni di analisi 

anziché sette, come nel processo tradizionale. Tuttavia, nella fase di 

arricchimento non è possibile quantificare il livello di contaminazione iniziale 

(Postollec et al., 2011). 
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CAPITOLO 4 – SCOPO DELLA TESI 
 

Negli ultimi anni si è assistito, sia negli stati Uniti, che in Europa, ad un numero 

sempre più frequente di casi di tossinfezioni alimentari associate al consumo di 

prodotti ortofrutticoli freschi. In particolare alcuni vegetali freschi e prodotti 

minimamente trattati sono stati legati a casi di tossinfezioni causate da E. coli 

O157:H7, Salmonella spp. e L. monocytogenes (Abadias et al., 2011). Infatti gli 

ortaggi e la frutta sono spesso caratterizzati da elevate contaminazioni 

microbiche (4-7 log UFC/g) poiché, durante la produzione in campo od in fase di 

post-raccolta, vengono a contatto con il suolo, insetti o contaminazioni di origine 

umana (Beuchat, 1998; Abadias et al., 2011). Indipendentemente dal rischio 

associato alla presenza di microrganismi patogeni, il microbiota dei prodotti 

ortofrutticoli freschi è costituito da microrganismi degradativi, e prevalentemente 

da batteri Gram-negativi, quali Pseudomonas spp., Erwinia herbicola, 

Flavobacterium agglomerans, Xanthomonas ed Enterobacter (Tournas, 2005), 

oltre che da batteri lattici quali Leuconostoc mesenteroides e Lactobacillus spp. 

Inoltre anche lieviti (Torulopsis, Saccharomyces e Candida) e varie muffe 

(Alternaria, Penicillium, Fusarium ed Aspergillus) possono proliferare limitando 

così la shelf-life della frutta fresca (Caponigro et al., 2010; de Azeredo et al., 

2011; Pianetti et al., 2008). 

Il lavaggio è pertanto una delle fasi più importanti nel processo produttivo non 

solo dei prodotti di IV gamma, ma anche per quelli ortofrutticoli 

commercializzati freschi in quanto consente la rimozione di residui organici 

(terra, suolo,…) e delle cellule microbiche dalla superficie dei prodotti. Tra i vari 

sanitizzanti disponibili in commercio, i derivati del cloro sono sicuramente quelli 

che trovano il maggior impiego nel settore agro-alimentare, soprattutto sotto 

forma di ipoclorito di sodio o di calcio. In particolare l’efficacia dell’ipoclorito 

dipende da numerosi parametri includenti, oltre la concentrazione ed il tempo di 

esposizione, anche il pH, la temperatura, la presenza di materiale organico e le 

caratteristiche intrinseche dei microrganismi patogeni o degradativi presenti sulla 

superficie dei prodotti da decontaminare (Boyette et al., 1993). Quando 
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l’ipoclorito di sodio viene aggiunto all'acqua, genera acido ipocloroso (HOCl) 

che è in forma indissociata e che rappresenta il componente attivo responsabile 

dell’attività battericida. A seconda del pH della soluzione si forma 

prevalentemente acido ipocloroso (a pH acido) o lo ione ipocloroso (pH alcalino) 

la cui attività è però meno marcata. 

L’efficacia dell’ipoclorito nei confronti di differenti specie microbiche è 

ampiamente documentata, il che lo rende, unitamente alla semplicità d’uso ed 

economicità, il trattamento maggiormente impiegato (a concentrazioni da 50 a 

200 mg/L e con tempi di contatto di qualche minuto) per ridurre/eliminare i 

microrganismi presenti sulla superficie di frutta e prodotti vegetali (Ramos et al., 

2013). Tuttavia, l'uso del cloro presenta problemi a livello ambientale e rischi per 

la salute umana connessi alla formazione di composti tossici, quali i tri-

alometani, che si formano per reazione del cloro con i residui di materiale 

organico (Gil et al., 2009). Inoltre, le restrizioni a livello legislativo in relazione 

all’uso del cloro spingono l'industria alimentare a trovare soluzioni alternative 

per la decontaminazione di prodotti ortofrutticoli da commercializzare freschi o 

da utilizzarsi come materie prime per i prodotti di IV gamma. Di conseguenza, 

diversi approcci alternativi all’ipoclorito sono stati proposti, e tra i più studiati vi 

sono l’ozono, l’irraggiamento, gli acidi organici, il confezionamento in atmosfera 

modificata, i conservanti naturali tra cui estratti ed oli essenziali…. (Ramos et 

al., 2013; Rico et al., 2007). 

In questo contesto, anche l’acqua elettrolizzata (AE), sia acida che neutra, è stata 

studiata per valutarne le potenzialità come sanitizzante per l’industria alimentare. 

Infatti l’AE contiene una miscela di ossidanti inorganici, quali HClO, OCl-, Cl2, 

OH, e O3, che possono agire danneggiando le cellule microbiche. Diversi studi 

hanno infatti dimostrato l’efficacia dell’acqua elettrolizzata acida per la 

decontaminazione di diversi vegetali quali lattuga, carote, cavolo, (Yang et al., 

2003; Koide et al., 2011; Mansur e Oh, 2015). Più recentemente è stata presa in 

esame anche l’acqua elettrolizzata neutra che presenta la caratteristica di aver 

attività antimicrobica sebbene il contenuto in cloro attivo sia inferiore rispetto 

all’AE acida, con conseguenti minor danni per la salute umana e per l’ambiente 

(Lee et al., 2014). 
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L’obiettivo generale di questo elaborato finale è stato quello di valutare le 

potenzialità dell’uso di acqua elettrolizzata neutra per la decontaminazione 

superficiale di mele Golden Delicious. Più precisamente si è prodotta acqua 

elettrolizzata neutra, con un generatore EVA SYSTEM® 100 fornito da Industrie 

De Nora S.p.A., e la si è utilizzata per effettuare lavaggi di differente durata delle 

mele. L’efficacia dei trattamenti con acqua elettrolizzata è stata confrontata con 

quella di soluzioni di ipoclorito di sodio a differente contenuto di cloro attivo 

(50, 100 e 200 ppm) valutando la riduzione del livello di contaminazione sia 

della microflora naturalmente presente sulle mele, che di un microrganismo 

patogeno, Listeria monocytogenes 56 Ly, deliberatamente inoculato sulla 

superficie della frutta. Infine si è verificato se le condizioni di lavaggio adottate 

possano influenzare un parametro qualitativo/nutrizionale delle mele quali il 

potere antiossidante ed il contenuto in fenoli totali della buccia. 
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CAPITOLO 5 - MATERIALI E METODI 

5.1 Matrice alimentare utilizzata 

Per questo lavoro si sono utilizzate  mele “Golden Delicious” acquistate dalla 

azienda agricola di Cesena “Apofruit”. Le mele utilizzate per le nostre analisi 

erano prive di cera aggiuntiva e sono state conservate in azienda in celle ad una 

temperatura di 0°C. 

 

5.2 Soluzioni sanitizzanti utilizzate per il lavaggio delle mele 

5.2.1 Ipoclorito di sodio 

Le soluzioni di ipoclorito di sodio utilizzate sono state preparate diluendo 

Amuchina® (11000 ppm di cloro attivo) in acqua distillata. Più precisamente si 

sono preparate soluzioni a differente concentrazione di cloro attivo - 50, 100, 200 

ppm ,-  definito come la quantità di cloro gassoso che una soluzione di ipoclorito 

può sviluppare qualora venga trattata con un acido forte. 

 

 

Figura 19: Amuchina® soluzione disinfettante 

 

5.2.2 Acqua elettrolizzata 

L’acqua elettrolizzata è stata generata mediante elettrolisi con apparecchiatura 

EVA SYSTEM® 100 di Industrie De Nora S.p.A in dotazione all’Università di 
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Bologna, progettato nell’ambito del progetto Verdenora®,  di  Via Leonardo 

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

Per la produzione dell’acqua elettrolizzata si è proceduto come riportato dal 

protocollo di utilizzo del macchinario. 

Dopo l’accensione dell’elettrolizzatore, 200 g di sale fornito in dotazione con lo 

strumento sono stati aggiunti ad 1 L di acqua distillata sotto agitazione fino ad 

ottenere una soluzione lattiginosa e satura di sale. Dopodiché si è versata 

all’interno del macchinario la soluzione satura di sale ed acqua distillata fino al 

riempimento del serbatoio (20 L). Si è in seguito proceduto all’avviamento del 

ciclo produttivo: la corrente è passata da 0 A a 9.5–10 A in 1 minuto ed è stata 

mantenuta a 10 A per 1 ora. Durante questo periodo la tensione si è stabilizzata 

passando da un valore iniziale di 30–31 V a circa 27–28 V. La parte gassosa 

della soluzione è fuoriuscita dal tubo centrale producendo un movimento 

circolatorio all’interno del serbatoio. Trascorso questo periodo, la corrente si è 

ridotta gradualmente a 0 A, ed un segnale acustico ha indicato il termine del ciclo 

di elettrolisi. 

Analogamente all’ipoclorito di sodio, anche l’acqua elettrolizzata è stata diluita 

in modo da ottenere tre concentrazioni finali di cloro attivo pari a 50, 100 e 200 

ppm. 

 

Figura 20: Generatore di acqua elettrolizzata 
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5.3 Valutazione dell’effetto sanitizzante di lavaggi con acqua 

elettrolizzata ed ipoclorito di sodio di mele inoculate con Listeria 

monocytogenes 

Al fine di valutare l’azione decontaminante delle soluzioni oggetto di studio, è 

stato effettuato un Challenge test in cui Listeria monocytogenes 56 Ly è stata 

utilizzata per contaminare, a differenti livelli di inoculo (∼ 103, 105 e 107 

UFC/frutto), la superficie di mele Golden Delicious.  

 

5.3.1 Preparazione delle colture cellulari ed inoculo delle mele con L. 

monocytogenes 56Ly 

Il ceppo di Listeria monocytogenes 56Ly utilizzato in queste prove è stato isolato 

dal laboratorio di Microbiologia degli Alimenti del Dipartimento di Scienze e 

Tecnologie Agro-Alimentari (DISTAL) dell’Università di Bologna da acque 

reflue del processo di lavaggio di carne suina. Questo ceppo è stato scelto per il 

Challenge test perché è risultato essere molto resistente a diversi stress come ad 

esempio le alte e basse temperature utilizzate rispettivamente per il trattamento 

termico e lo stoccaggio di alimenti, oltre a trattamenti di alta pressione di 

omogeneizzazione o al plasma.  

Per la preparazione del preinoculo, è stata prelevata un’aliquota di 1 ml di 

Listeria monocytogenes 56Ly dalle colture stock conservate a -80°C. Listeria 

monocytogenes 56Ly è stato di seguito ripreso in provetta al cui interno erano 

presenti 7 mL di Brain Heart Infusion (BHI, Infuso di cervello (solido) 12.5 g/L, 

Infuso di cuore di bue (solido) 5.0 g/L, Proteose peptone 10.0 g/L, Destrosio 2.0 

g/L, Cloruro di sodio 5.0 g/L, Sodio fosfato monoacido 2.5 g/L; Oxoid) che sono 

stati posti ad incubare a 37°C per 20 ore. Trascorso tale periodo in cui il 

patogeno raggiunge una carica di circa 9 Log UFC/ml, si è prelevato 1 ml della 

brodo-coltura e si sono eseguite diverse diluizioni seriali decimali fino a 

raggiungere livelli di carica cellulare di 8, 6 o 4 Log UFC/ml in una beuta 

contente 5 L di soluzione fisiologica sterile (Figura X). Tali sospensioni cellulari 

sono state successivamente utilizzate per realizzare livelli di inoculo sulla 

superficie delle mele rispettivamente di 7, 5 e 3 Log UFC/frutto. A tale scopo, le 
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sospensioni sono state trasferite in un sacchetto per autoclave contenente un 

cestello forato in cui sono state poste 15 mele. Le mele sono rimaste in 

immersione nelle soluzioni contenenti Listeria monocytogenes 56Ly per 2 minuti 

sotto agitazione (Figura X), in modo che le cellule microbiche potessero aderire 

alla superficie. Trascorso tale periodo, le mele sono state raccolte e lasciate ad 

asciugare per circa mezzora in vaschette di alluminio poste sotto cappa chimica. 

Quando le mele sono risultate asciutte, si è proceduto alla analisi microbiologica 

del campione il controllo, costituito da 3 mele, per verificare l’effettiva adesione 

del patogeno sulla superficie della mela; contestualmente si sono realizzati i 

trattamenti di decontaminazione mediante lavaggio con le soluzioni sanitizzanti. 

 

 

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

l’inoculo delle mele 
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Figura 22: Fase di inoculo delle mele con L. monocytogenes 56Ly 

 

5.3.2 Trattamento di sanitizzazione delle mele 

I trattamenti di decontaminazione delle mele Golden Delicious deliberatamente 

contaminate con Listeria monocytogenes 56 Ly a livelli di ∼ 3, 5 e 7 Log 

UFC/frutto, sono stati fatti mediante lavaggi in immersione nelle seguenti 

soluzioni: 

- soluzione di ipoclorito di sodio con un contenuto di cloro attivo pari a 50, 

100 e 200 ppm. 

- acqua elettrolizzata con un contenuto di cloro attivo pari a 50, 100 e 200 

ppm. 

  

In 10L di ogni soluzione sono state inserite 12 mele che sono state mantenute in 

immersione a temperatura ambiente per 5, 10, 20 o 30 minuti (Figura X). 

Trascorso tale tempo si è proceduto all’analisi microbiologica di 3 mele per ogni 

condizione di lavaggio.  
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Figura 23: Fase di lavaggio mediante immersione in soluzione sanitizzante a base di 

ipoclorito 

 

 

 

5.3.3 Analisi microbiologiche

Al fine di valutare l’effetto dei diversi trattamenti di sanitizzazione sulle mele 

deliberatamente inoculate con 

posto in 50 ml di una soluzione fisiologica sterile (0.9% NaCl, p/v) ed è stato 

massaggiato manualmente per 2 minuti in modo che le cellule di 

monocytogenes adese alla superficie delle mele potessero staccarsi, 

permettendone così la dispersione nella soluzione ed il successivo prelievo per 

l’analisi. Per valutare il numero di cellule vitali presenti, dalla sospensione 

Materiali e metodi                                                                             
 

 

: Fase di lavaggio mediante immersione in soluzione sanitizzante a base di 

ipoclorito di sodio o acqua elettrolizzata 

5.3.3 Analisi microbiologiche 

Al fine di valutare l’effetto dei diversi trattamenti di sanitizzazione sulle mele 

deliberatamente inoculate con Listeria monocyotgenes 56Ly, ogni frutto è stato 

posto in 50 ml di una soluzione fisiologica sterile (0.9% NaCl, p/v) ed è stato 

massaggiato manualmente per 2 minuti in modo che le cellule di 

adese alla superficie delle mele potessero staccarsi, 

osì la dispersione nella soluzione ed il successivo prelievo per 

l’analisi. Per valutare il numero di cellule vitali presenti, dalla sospensione 
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: Fase di lavaggio mediante immersione in soluzione sanitizzante a base di 

 

Al fine di valutare l’effetto dei diversi trattamenti di sanitizzazione sulle mele 

56Ly, ogni frutto è stato 

posto in 50 ml di una soluzione fisiologica sterile (0.9% NaCl, p/v) ed è stato 

massaggiato manualmente per 2 minuti in modo che le cellule di L. 

adese alla superficie delle mele potessero staccarsi, 

osì la dispersione nella soluzione ed il successivo prelievo per 

l’analisi. Per valutare il numero di cellule vitali presenti, dalla sospensione 
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cellulare così preparata (corrispondente alla diluizione 10-1; Figura XX), sono 

state allestite delle diluizioni seriali decimali in provette contenenti 9 ml di 

soluzione fisiologica sterile.  

Le opportune diluizioni sono state inoculate in piastre Petri contenenti Listeria 

Selective Agar Base (formulazione di Oxford, Oxoid; Tabella 14) agarizzato ed 

addizionato del corrispondente supplemento selettivo (Tabella 15). Le piastre 

sono state quindi incubate a 37°C per 48 ore a seguito delle quali si è proceduto 

al conteggio delle colonie con morfologia tipica di L. monocytogenes (Figura 25). 

I risultati sono riportati come valore medio e corrispondente deviazione standard 

delle analisi effettuate su 3 mele. 

 

Tabella 14: Composizione del terreno di coltura Listeria 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 Listeria Selective Supplemet (Oxford) 

Cicloesimide                                                                                     200.0 mg 

Colistina solfato                                                                                  10.0 mg 

Acriflavina                                                                                            2.5 mg 

Cefotetan                                                                                              1.0 mg 

Fosfomicina                                                                                          5.0 mg 

 

 

Il terreno Listeria Selective Agar Base (Oxford) è basato sulla formulazione 

descritta da Curtis et al. 1989 ed è raccomandato per la ricerca di L. 

monocytogenes in alimenti e campioni clinici. Per l’isolamento e per la 

differenziazione di L. monocytogenes, questo terreno utilizza cloruro di 

litio, acriflavina, colistina solfato, cefotetan, cicloesimide e fosfomicina 
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come agenti inibitori selettivi, ed esculina e citrato ferrico come indicatori. 

L. monocytogenes idrolizza l’esculina e produce colonie circondate da un 

alone nero, dovuto alla formazione di composti ferro fenolici di colore 

nero, derivanti dall’aglicone (Figura Z). I batteri Gram negativi risultano 

completamente inibiti, mentre la maggior marte delle specie Gram positive 

non desiderate subiscono un arresto della crescita: solo alcuni ceppi di 

enterococchi mostrano uno sviluppo scarso ed una debole reazione 

all’esculina, generalmente dopo 40 ore di incubazione. Possono sviluppasi 

anche alcuni stafilococchi con colonie esculina-negative. Le colonie tipiche 

di L. monocytogenes risultano quasi sempre evidenti dopo 24 ore. Si 

raccomanda, tuttavia, di prolungare l’incubazione per ulteriori 24 ore, per 

permettere il recupero dei ceppi a lenta crescita. Le tecniche di isolamento 

variano a seconda degli autori e dipendono dal tipo di materiale da 

esaminare. L’arricchimento selettivo e l’arricchimento a freddo hanno 

dimostrato di essere in grado di aumentare in modo significativo la 

percentuale di isolamento da tutti i tipi di campione. L’efficacia di Listeria 

Selective Medium (Oxford) è stata dimostrata per molte matrici alimentari 

anche da altri autori, che hanno seguito i metodi ed utilizzato i terreni di 

arricchimento selettivo descritti in letteratura.  

 

 

Figura 24: piastre contenenti terreno selettivo LSA 
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Tipica colonia di L. monocytogenes con cratere centrale 

 

Figura 25: Colonie di L. monocytogenes cresciute su terreno Listeria 
Selective Agar Base (formulazione di Oxford) 

 

 

Figura 26: Campione di mela in soluzione fisiologica (10-1 UFC/ml) 
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Figura 27: Banco di lavoro per campionamento microbiologico 

  

5.4 Valutazione dell’effetto di lavaggi con acqua elettrolizzata sulla 

microflora naturalmente contaminante la superficie delle mele  

Al fine di valutare l’effetto di trattamenti sanitizzanti con acqua 

elettrolizzata sulla microflora naturalmente presente sulla superficie di 

mele Golden Deliciuos, si è proceduto con lavaggi che prevedevano l’uso 

delle seguenti soluzioni: 

- soluzione di ipoclorito di sodio con contenuto di cloro 

attivo pari a 50, 100 e 200 ppm. 

- soluzione di ipoclorito di sodio con contenuto di cloro 

attivo pari a 50, 100 e 200 ppm. 

 

In 10L di ogni soluzione sono state immerse 12 mele che sono state 

prelevate dopo 5, 10, 20 e 30 minuti di lavaggio. Per ogni condizione 

(tempo di immersione e concentrazione in cloro attivo della soluzione) si 

sono analizzate 3 mele.  

Ogni frutto è stato trasferito in sacchetti sterili contenenti 50 ml di 

soluzione fisiologica sterile (0.9% NaCl, p/v), ed è stato massaggiato 

manualmente per 2 minuti in modo che i microrganismi adesi alle superfici 
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delle mele potessero staccarsi, permettendone così la dispersione nella 

soluzione ed il successivo prelievo per l’analisi. Per valutare il numero di 

cellule vitali presenti nelle sospensioni cellulari così preparate 

(corrispondenti alla diluizione 10-1), sono state allestite delle diluizioni 

seriali decimali in provette contenenti 9 ml di soluzione fisiologica sterile. 

Le opportune diluizioni sono state inoculate in piastre Petri contenenti il 

terreno Plate Count Agar (Peptone universale 5g/L, estratto di lievito 

2.5g/L, glucosio 1g/L, agar 17g/L, Oxoid). Dopo incubazione delle piastre 

a 25°C per 48 ore, si è contato il numero di colonie sviluppatesi 

corrispondenti ai batteri mesofili aerobi totali ed alle muffe (Figura 28). 

 

 

 

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

 

5.5 Valutazione dell’effetto dei lavaggi con sanitizzanti sull’attività 

antiossidante e fenoli totali  delle mele 

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

elettrolizzata ed ipoclorito di sodio su alcune proprietà funzionali delle 
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mele, si è misurato il potere antiossidante mediante test del DPPH (Brand-

Williams et al., 1995) ed il contenuto in fenoli totali mediante il metodo di 

Folin-Ciocalteu (Slinkard et al., 1977). Queste determinazioni sono state 

fatte sulla buccia di frutta esposta alle seguenti condizioni di trattamento: 

- Lavaggio in acqua elettrolizzata per 5 minuti con contenuto in cloro 

attivo pari a 200 ppm.  

- Lavaggio in acqua elettrolizzata per 20 minuti con contenuto in cloro 

attivo pari a 200 ppm.  

- Lavaggio in acqua elettrolizzata per 5 minuti con contenuto in cloro 

attivo pari a 50 ppm.  

- Lavaggio in acqua elettrolizzata per 20 minuti con contenuto in cloro 

attivo pari a 50 ppm.  

- Lavaggio con ipoclorito di sodio per 5 minuti con contenuto in cloro 

attivo pari a 200 ppm.  

- Lavaggio con ipoclorito di sodio per 20 minuti con contenuto in cloro 

attivo pari a 200 ppm.  

- Lavaggio con ipoclorito di sodio per 5 minuti con contenuto in cloro 

attivo pari a 50 ppm.  

- Lavaggio con ipoclorito di sodio per 20 minuti con contenuto in cloro 

attivo pari a 50 ppm.  

   

5.5.1. Preparazione dell’estratto con soluzione metanolica 

A seguito dei diversi trattamenti di lavaggio, la buccia delle mele è stata 

raccolta, pesata, congelata a -80°C e liofilizzata. Dopo aver subito il 

processo di liofilizzazione le bucce sono state sminuzzate tramite frullatore 

ad immersione.  

Una volta sminuzzate, si è pesato 1 g di campione che è stato trasferito in 

falcon ed è stato addizionato di metanolo al 70% (v/v) in rapporto 1:10 

(p/v). La miscela è stata posta in agitazione per 1 ora a temperatura 
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ambiente e successivamente si è proceduto alla filtrazione utilizzando filtri 

di carta Whatman n.1. Il filtrato è stato raccolto in falcon da 15 ml ed 

analizzato immediatamente. 

5.5.2. Misura del potere antiossidante mediante test DPPH (1,1-difenil-2-

picrilhidrazile) 

Per il saggio del DPPH è stato utilizzato il metodo modificato di Brand-

Williams et al. (1995). È stata preparata una soluzione metanolica 0.1m M 

di DPPH• (2,2-difenil-1-picrilidrazile, Sigma- Aldrich) lo stesso giorno 

dell’analisi. A questo proposito si sono pesati 0.0078 g di DPPH e si sono 

diluiti in 250 mL di metanolo puro; la soluzione è stata posta al buio ed in 

frigo fino al momento del suo utilizzo. Per l’analisi si è proceduto con la 

preparazione di un bianco, costituito da 2.9 ml di DPPH 0.1 mM e 0.1 ml di 

acqua distillata, e dei campioni, preparati aggiungendo a 2.9 ml di DPPH 

0.1mM, 0.1 ml dell’estratto metanolico. I campioni così preparati sono stati 

posti al buio per 30 minuti, dopodiché è stata misurata l’assorbanza a 515 

nm con uno spettrofotometro 6705 UV-Vis (JENWAY).  

Lo strumento è stato precedentemente tarato con 3 ml di metanolo puro. 

L’attività anti-radicalica è stata calcolata come valore percentuale 

attraverso la formula seguente: 

% DPPH = (1-(Abs bianco – Abs campione) / Abs bianco)) x 100 

 

dove: Abs bianco è il valore di assorbanza della soluzione di riferimento 

contenente 100 μl di acqua bi-distillata, mentre Abs campione è quello della 

soluzione di DPPH con 100 μl di campione dopo i 30 minuti di 

incubazione. I dati sono la media di 2 ripetizioni.  
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5.5.3. Analisi del contenuto in fenoli totali mediante il metodo di Folin

Ciocalteu (FC)  

Il contenuto fenolico total

(Slinkard et al., 1977) con le seguenti modifiche. In un matraccio da 10 ml 

sono stati aggiunti 100 μ

reattivo di FC (Sigma-

di acqua bi-distillata ed è stata agitata la soluzione. Dopo 5 minuti sono 

stati aggiunti 400 μl di Na

acqua bi-distillata. I campioni sono stati lasciati riposare al buio per 120 

minuti. Per la preparazione del bianco sono stati utilizzati 500 µl di reattivo 

di FC, 400 μl di Na2CO

stata misurata l’assorbanza a 765 nm con uno spettrofotometro 6705 UV

Vis (JENWAY). Per il calcolo del contenuto in fenol

mg/g di sostanza secca

concentrazioni note di acido gallico (Figura X). I risultati sono la media 

2 ripetizioni.  

 

 

Figura 29 : Retta di taratura con acido gallico utilizzata per la 

 

 

Materiali e metodi                                                                             
 

5.5.3. Analisi del contenuto in fenoli totali mediante il metodo di Folin

Il contenuto fenolico totale è stato determinato secondo il metodo FC 

1977) con le seguenti modifiche. In un matraccio da 10 ml 

sono stati aggiunti 100 μl di estratto metanolico del campione e 500 

-Aldrich). Successivamente sono stati 

distillata ed è stata agitata la soluzione. Dopo 5 minuti sono 

μl di Na2CO3 (7.5%, p/v) e si è portato a volume con 

distillata. I campioni sono stati lasciati riposare al buio per 120 

parazione del bianco sono stati utilizzati 500 µl di reattivo 

CO3 (7.5%, p/v) e 9.1 ml di acqua. Successivamente è 

stata misurata l’assorbanza a 765 nm con uno spettrofotometro 6705 UV

Vis (JENWAY). Per il calcolo del contenuto in fenoli totali, 

mg/g di sostanza secca, è stata costruita una retta di taratura con 

concentrazioni note di acido gallico (Figura X). I risultati sono la media 

: Retta di taratura con acido gallico utilizzata per la determinazione del 
contenuto in fenoli totali 
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determinazione del 
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5.6 Analisi chimiche delle soluzioni di lavaggio 

Al fine di caratterizzare in termini chimici le soluzioni utilizzate per il lavaggio 

delle mele e di valutarne eventuali modificazioni al termine del trattamento della 

frutta, sono state effettuate le analisi chimiche per la determinazione di: 

- pH 

- ioni nitrato  

- cloro attivo.  

Tali analisi chimiche sono state effettuate su: 

- Acqua distillata utilizzata per la produzione dell’acqua elettrolizzata e per 

la diluizione delle soluzioni di lavaggio 

- Acqua elettrolizzata prodotta dall'elettrolizzatore EVA SYSTEM® 100 

(non diluita). 

- Soluzione sanitizzante di Acqua Elettrolizzata diluita per avere differenti 

concentrazioni di cloro attivo (50, 100 e 200 ppm) ed analizzata prima e 

dopo il lavaggio delle mele. 

- Soluzione sanitizzante di Ipoclorito di Sodio a differenti concentrazioni di 

cloro attivo (50, 100 e 200ppm) analizzata prima e dopo il trattamento di 

lavaggio delle mele. 

 

5.6.1 pH 

Per questa analisi è stato prelevato 1 ml di campione, lo si è posto in tubi 

Eppendorf (Figura X) e si è proceduto alla misurazione analitica tramite pHmetro 

BasiC 20 (Crison Instruments, Italia). Il dispositivo è stato calibrato con tamponi 

a pH 7.0 e 9.0. Per ciascun campione è stata calcolata la media di tre ripetizioni 

indipendenti. 

 
Figura 30: Eppendorf tubes 3810X 
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5.6.2 Ioni nitrato 

Dopo aver preparato una retta di calibrazione con soluzioni acquose di NaNO

20, 15, 10, 5 ppm, che in termini di ione nitrato equivalgono a 3.3

0.825 ppm rispettivamente (figura X), per questa analisi si sono prelevati 50 ml 

di soluzione (rappresentata dalle soluzioni standard o dalle soluzioni di lavaggio 

delle mele) che sono stati diluiti 1:50 con acqua distillata ed a cui si è ag

ml di HCl 1N. Si è proceduto all’analisi allo spettrofotometro UV/VIS tarandolo 

con il bianco (costituito da 50 ml di acqua distillata ed 1 ml di HCl 1N), a 

lunghezze d’onda di 220 e 275 nm. Per ogni campione sono stati aliquotati in 

cuvette di quarzo 3 ml della soluzione precedentemente preparata e se ne è 

misurata la densità ottica. 

Per ciascun campione è stata calcolata la media di due ripetizioni indipendenti. 

La concentrazione in nitrati (espressa come ppm di NO

attraverso la formula seguente:

x = [(Y-Q/M)* 50]/14.0067 

dove: Y è la lettura dell’assorbanza a 275nm a cui è stata sottratta la lettura a 220 

nm secondo la formula y= (A275nm 

ordinate della retta di taratura; 

50 si riferisce alla diluizione effettuata sul campione; 14.0067 g/mol è il peso 

molecolare dell’azoto; 62.004 g/mol

 

Figura 31: Retta di taratura utilizzata per la determinazione del contenuto in ione 
nitrato delle soluzioni di lavaggio delle mele prese in esame.
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Dopo aver preparato una retta di calibrazione con soluzioni acquose di NaNO

20, 15, 10, 5 ppm, che in termini di ione nitrato equivalgono a 3.3

0.825 ppm rispettivamente (figura X), per questa analisi si sono prelevati 50 ml 

di soluzione (rappresentata dalle soluzioni standard o dalle soluzioni di lavaggio 

delle mele) che sono stati diluiti 1:50 con acqua distillata ed a cui si è ag

ml di HCl 1N. Si è proceduto all’analisi allo spettrofotometro UV/VIS tarandolo 

con il bianco (costituito da 50 ml di acqua distillata ed 1 ml di HCl 1N), a 

lunghezze d’onda di 220 e 275 nm. Per ogni campione sono stati aliquotati in 

arzo 3 ml della soluzione precedentemente preparata e se ne è 

misurata la densità ottica.  

Per ciascun campione è stata calcolata la media di due ripetizioni indipendenti. 

La concentrazione in nitrati (espressa come ppm di NO3
-) è stata calcolata 

o la formula seguente: 

Q/M)* 50]/14.0067 * 62.004 

è la lettura dell’assorbanza a 275nm a cui è stata sottratta la lettura a 220 

nm secondo la formula y= (A275nm -2*A220nm); Q è l’intercetta dell’

ordinate della retta di taratura; M è il coefficiente angolare della retta di taratura; 

50 si riferisce alla diluizione effettuata sul campione; 14.0067 g/mol è il peso 

molecolare dell’azoto; 62.004 g/mol è il peso molecolare dello ione nitrato.

: Retta di taratura utilizzata per la determinazione del contenuto in ione 
nitrato delle soluzioni di lavaggio delle mele prese in esame.
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Dopo aver preparato una retta di calibrazione con soluzioni acquose di NaNO3 a 

20, 15, 10, 5 ppm, che in termini di ione nitrato equivalgono a 3.3, 2.48, 1.65 e 

0.825 ppm rispettivamente (figura X), per questa analisi si sono prelevati 50 ml 

di soluzione (rappresentata dalle soluzioni standard o dalle soluzioni di lavaggio 

delle mele) che sono stati diluiti 1:50 con acqua distillata ed a cui si è aggiunto 1 

ml di HCl 1N. Si è proceduto all’analisi allo spettrofotometro UV/VIS tarandolo 

con il bianco (costituito da 50 ml di acqua distillata ed 1 ml di HCl 1N), a 

lunghezze d’onda di 220 e 275 nm. Per ogni campione sono stati aliquotati in 

arzo 3 ml della soluzione precedentemente preparata e se ne è 

Per ciascun campione è stata calcolata la media di due ripetizioni indipendenti. 

) è stata calcolata 

è la lettura dell’assorbanza a 275nm a cui è stata sottratta la lettura a 220 

è l’intercetta dell’asse delle 

è il coefficiente angolare della retta di taratura; 

50 si riferisce alla diluizione effettuata sul campione; 14.0067 g/mol è il peso 

è il peso molecolare dello ione nitrato. 

 

: Retta di taratura utilizzata per la determinazione del contenuto in ione 
nitrato delle soluzioni di lavaggio delle mele prese in esame. 
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5.6.3 Cloro attivo 

Questa analisi si basa su una titolazione iodometrica che utilizza come titolante il 

tiosolfato di sodio (Na2S2O3, 0.1 M, Fluka). In una beuta da 100 ml si sono posti 

10 ml di campione, 5 ml di CH3COOH al 10% (v/v) e 5 ml di KI al 10% (p/v). Il 

volume di titolante è stato misurato quando, in condizioni di equilibrio, si è 

rilevato un viraggio di colore della soluzione da rosso/giallo ad incolore 

(Willson, 1935). Per ciascun campione è stata calcolata la media di due 

ripetizioni indipendenti. La concentrazione di cloro attivo (espresso in mg/l) è 

stata ottenuta utilizzando la seguente formula: 

   

  X ml titolante* 35.45 *(1000/100) = mg cloro attivo/ l di soluzione. 

Dove: X sono i millilitri di tiosolfato di sodio (0.1M) utilizzati per portare la 

soluzione da rosso ad incolore; 35.45 è il peso equivalente del cloro attivo in 

grammi; 100 deriva dal fatto che si sono utilizzati 10 ml di campione e non 1l  

per cui è necessario tenere conto di un fattore moltiplicativo di 102; 1000 deriva 

dal fatto che l’unità presente nei ppm sono i mg, per cui esiste un altro fattore 

moltiplicativo di 103: in totale il fattore moltiplicativo risultante è 10. 
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CAPITOLO 6 - RISULTATI 
 

In questo lavoro si è voluto valutare se soluzioni di acqua elettrolizzata neutra 

(AE) possano essere impiegate come sanitizzanti per la decontaminazione di 

mele Golden Delicious. A tale scopo si sono effettuati lavaggi delle mele per 

immersione in AE a differente contenuto di cloro attivo (50, 100 e 200 ppm) 

verificando la riduzione della contaminazione superficiale rispetto sia alla 

microflora naturalmente presente, sia ad un patogeno deliberatamente inoculato 

sul prodotto, Listeria monocytogenes ceppo 56 Ly. A tale proposito si è voluto 

anche valutare l’effetto del livello di contaminazione iniziale di L. 

monocytogenes sull’efficacia dei lavaggi confrontandola con quella ottenuta con 

soluzioni di ipoclorito di sodio. Infine si è verificato se il potere antiossidante ed 

il contenuto in fenoli totali della buccia subiscono modificazioni a seguito dei 

lavaggi con AE neutra od ipoclorito di sodio alle condizioni adottate.  

 

6.1. Analisi chimiche dell’acqua elettrolizzata 

Al fine di valutare le principali caratteristiche e componenti chimiche dell’acqua 

elettrolizzata, si sono effettuate analisi per la determinazione del pH, contenuto in 

cloro attivo e dello ione nitrato. 

Dall’analisi dei dati riassunti in tabella 16 si può chiaramente notare come, alle 

condizioni di processo adottate, l’elettrolisi abbia determinato dei significativi 

cambiamenti. Infatti il pH è aumentato significativamente passando dai valori 

iniziali di 6.4 a 8.9. Inoltre si è registrato un drastico incremento del cloro attivo 

che, mediamente, ha presentato valori di circa 2000 ppm. Per contro le variazioni 

in termini di ione nitrato sono risultate più limitate sebbene si sia comunque 

avuto un aumento di tale specie chimica di circa il 20%.  

Per le successive prove di lavaggio delle mele, l’AE è stata opportunamente 

diluita in modo da avere soluzioni con un titolo in cloro attivo di 50, 100 e 200 

ppm. Il confronto dei dati relativi al pH, concentrazione dello ione nitrato e cloro 

attivo delle soluzioni diluite così preparate e di quelle di ipoclorito di sodio 
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utilizzate come riferimento mostrano che i due tipi di soluzioni sanitizzanti 

presentano sostanzialmente caratteristiche simili (tabella 17). 

 

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

Soluzione pH Cloro attivo 
(mg/l) 

Ione nitrato 
(ppm) 

Acqua* 6.39 ± 0.31 ** 121.74 ± 0.01 

Acqua elettrolizzata 8.86 ± 0.32 2330.8 ± 12.5 145.7 ± 4.3 

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

 

Tabella 17: Caratterizzazione chimica dell’acqua elettrolizzata e delle soluzioni di 
ipoclorito di sodio utilizzate per il lavaggio delle mele 

Soluzione pH Cloro attivo 
(mg/l) 

Ione nitrato 
(ppm) 

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 ± 1.9 121.7 ± 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 od ipoclorito di sodio sulla 

microflora contaminante la superficie delle mele 

Al fine di valutare le potenzialità dell’acqua elettrolizzata per la riduzione della 

contaminazione superficiale delle mele, si sono effettuati lavaggi in soluzioni 

caratterizzate da differente contenuto di cloro attivo compreso tra 50 e 200 ppm. 

Tali valori sono stati definiti tenendo conto delle condizioni a cui viene 

generalmente utilizzato nell’industria alimentare l’ipoclorito di sodio che è stato 

scelto come trattamento di riferimento. Per quanto riguarda i tempi di lavaggio, si 

è deciso di adottare condizioni non completamente corrispondenti a quelle 
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utilizzate nell’industria alimentare, estendendo il trattamento fino a 30 minuti

modo da poter meglio valutare le dinamiche di inattivazione e la presenza di una 

popolazione microbica resistente alle condizioni di lavaggio adottate.

Le analisi microbiologiche effettuate sulla mele utilizzate per tale 

sperimentazione hanno evidenzi

della popolazione microbica abbastanza alto con valori pari a circa 5

UFC/frutto per i batteri mesofili totali e di 

lavaggio realizzato con AE alla concentrazione di

ha determinato una riduzione del livello dei batteri mesofili totali di quasi 1 ciclo 

logaritmico già dopo 5 minuti di trattamento analogamente a quanto ottenuto con 

la soluzione di ipoclorito (figura 32). Tuttavia, il prol

trattamento fino a 30 minuti non ha determinato un significativo miglioramento 

dell’efficacia del lavaggio. Va comunque evidenziato che un fenomeno analogo 

si è avuto in presenza di ipoclorito di sodio.

 

Figura 32:. Valori di caric
totali di mele prima e dopo il lavaggio con soluzioni acquose di ipoclorito o acqua 

elettrolizzata aventi un contenuto di cloro attivo di 
 

L’aumento della concentrazione di cloro attivo n

ppm non ha comportato un sostanziale miglioramento dell’azione 

decontaminante indipendentemente dal tipo di sanitizzante utilizzato: infatti, sia 

con AE, che con l’ipoclorito di sodio i valori di riduzione della carica cell
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utilizzate nell’industria alimentare, estendendo il trattamento fino a 30 minuti

modo da poter meglio valutare le dinamiche di inattivazione e la presenza di una 

popolazione microbica resistente alle condizioni di lavaggio adottate.

Le analisi microbiologiche effettuate sulla mele utilizzate per tale 

sperimentazione hanno evidenziato come tale frutta presenti un livello iniziale 

della popolazione microbica abbastanza alto con valori pari a circa 5

UFC/frutto per i batteri mesofili totali e di ∼6 Log UFC/frutto per le muffe. Il 

lavaggio realizzato con AE alla concentrazione di cloro attivo più bassa (50 ppm) 

ha determinato una riduzione del livello dei batteri mesofili totali di quasi 1 ciclo 

logaritmico già dopo 5 minuti di trattamento analogamente a quanto ottenuto con 

la soluzione di ipoclorito (figura 32). Tuttavia, il prolungamento del tempo di 

trattamento fino a 30 minuti non ha determinato un significativo miglioramento 

dell’efficacia del lavaggio. Va comunque evidenziato che un fenomeno analogo 

si è avuto in presenza di ipoclorito di sodio. 

. Valori di carica cellulare (Log UFC/frutto) relativi batteri mesofili aerobi 
totali di mele prima e dopo il lavaggio con soluzioni acquose di ipoclorito o acqua 

elettrolizzata aventi un contenuto di cloro attivo di 50 ppm

L’aumento della concentrazione di cloro attivo nella soluzione di lavaggio a 100 

ppm non ha comportato un sostanziale miglioramento dell’azione 

decontaminante indipendentemente dal tipo di sanitizzante utilizzato: infatti, sia 

con AE, che con l’ipoclorito di sodio i valori di riduzione della carica cell
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utilizzate nell’industria alimentare, estendendo il trattamento fino a 30 minuti, in 

modo da poter meglio valutare le dinamiche di inattivazione e la presenza di una 

popolazione microbica resistente alle condizioni di lavaggio adottate. 

Le analisi microbiologiche effettuate sulla mele utilizzate per tale 

ato come tale frutta presenti un livello iniziale 

della popolazione microbica abbastanza alto con valori pari a circa 5-6 Log 

6 Log UFC/frutto per le muffe. Il 

cloro attivo più bassa (50 ppm) 

ha determinato una riduzione del livello dei batteri mesofili totali di quasi 1 ciclo 

logaritmico già dopo 5 minuti di trattamento analogamente a quanto ottenuto con 

ungamento del tempo di 

trattamento fino a 30 minuti non ha determinato un significativo miglioramento 

dell’efficacia del lavaggio. Va comunque evidenziato che un fenomeno analogo 

 
a cellulare (Log UFC/frutto) relativi batteri mesofili aerobi 

totali di mele prima e dopo il lavaggio con soluzioni acquose di ipoclorito o acqua 
50 ppm 

ella soluzione di lavaggio a 100 

ppm non ha comportato un sostanziale miglioramento dell’azione 

decontaminante indipendentemente dal tipo di sanitizzante utilizzato: infatti, sia 

con AE, che con l’ipoclorito di sodio i valori di riduzione della carica cellulare 
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dei batteri mesofili totali non hanno superato 1 Log UFC/frutto anche estendendo 

il tempo di immersione della frutta fino a 30 minuti (figura 33). 

 

Figura 33: Valori di carica cellulare (Log UFC/frutto) relativi batteri mesofili aerobi 
totali di mele prima e dopo il lavaggio con soluzioni acquose di ipoclorito o acqua 

elettrolizzata aventi un contenuto di cloro attivo di 
 

Solamente in presenza del contenuto massimo di cloro attivo (200 ppm) 

l’efficacia del lavaggio è aumentata determinando 

contaminazione di quasi 2 cicli logaritmici (figura 34). Questo risultato è stato 

ottenuto dopo 30 minuti sia con l’AE, che con l’ipoclorito.

 

Figura 34: Valori di carica cellulare (Log UFC/frutto) relativi ai batteri mesofili 
aerobi totali di mele prima e dopo il lavaggio con soluzioni acquose di ipoclorito o 

acqua elettrolizzata aventi un contenuto di cloro attivo di 
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dei batteri mesofili totali non hanno superato 1 Log UFC/frutto anche estendendo 

il tempo di immersione della frutta fino a 30 minuti (figura 33).  

Figura 33: Valori di carica cellulare (Log UFC/frutto) relativi batteri mesofili aerobi 
ele prima e dopo il lavaggio con soluzioni acquose di ipoclorito o acqua 
elettrolizzata aventi un contenuto di cloro attivo di 100 ppm

Solamente in presenza del contenuto massimo di cloro attivo (200 ppm) 

l’efficacia del lavaggio è aumentata determinando una riduzione massima della 

contaminazione di quasi 2 cicli logaritmici (figura 34). Questo risultato è stato 

ottenuto dopo 30 minuti sia con l’AE, che con l’ipoclorito. 

Figura 34: Valori di carica cellulare (Log UFC/frutto) relativi ai batteri mesofili 
aerobi totali di mele prima e dopo il lavaggio con soluzioni acquose di ipoclorito o 

acqua elettrolizzata aventi un contenuto di cloro attivo di 200 ppm
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dei batteri mesofili totali non hanno superato 1 Log UFC/frutto anche estendendo 

 
Figura 33: Valori di carica cellulare (Log UFC/frutto) relativi batteri mesofili aerobi 

ele prima e dopo il lavaggio con soluzioni acquose di ipoclorito o acqua 
100 ppm 

Solamente in presenza del contenuto massimo di cloro attivo (200 ppm) 

una riduzione massima della 

contaminazione di quasi 2 cicli logaritmici (figura 34). Questo risultato è stato 

 
Figura 34: Valori di carica cellulare (Log UFC/frutto) relativi ai batteri mesofili 

aerobi totali di mele prima e dopo il lavaggio con soluzioni acquose di ipoclorito o 
200 ppm 
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A differenza dei batteri mesofili totali, le muffe contaminati la superficie delle 

mele sembrano essere maggiormente sensibili ai lavaggi con i due sanitizzanti. 

Infatti utilizzando la concentrazione più bassa di cloro attivo, si sono avute 

riduzioni di vitalità di circa 1.5

l’ipoclorito già dopo 5 minuti di lavaggio (figura 35). 

 

Figura 35: Valori di carica cellulare (Log UFC/frutto) relativi alle muffe di mele 
prima e dopo il lavaggio con soluzioni acquose di ipoclorito o acq

aventi un contenuto di cloro attivo di 
 

Analogamente a quanto osservato per la contaminazione batterica, anche nel caso 

delle muffe il prolungamento del tempo di lavaggio non ha migliorato l’effetto 

decontaminate di tale operazione

parametro che sembra influire maggiormente sull’efficacia è invece la 

concentrazione del cloro attivo come risulta abbastanza chiaramente dal 

confronto con le figure relative ai trattamenti in presenza di 

(figura 37) ppm di cloro. Infatti in entrambe le condizioni si sono avuti livelli 

medi di riduzione delle muffe di oltre 2 unità logaritmiche dopo il trattamento più 

breve (5 minuti). E’ inoltre interessante rilevare che l’AE ha mostr

comportamento del tutto analogo alla soluzione di ipoclorito.
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tteri mesofili totali, le muffe contaminati la superficie delle 

mele sembrano essere maggiormente sensibili ai lavaggi con i due sanitizzanti. 

Infatti utilizzando la concentrazione più bassa di cloro attivo, si sono avute 

riduzioni di vitalità di circa 1.5 e 2 Log UFC/frutto rispettivamente per l’AE e 

l’ipoclorito già dopo 5 minuti di lavaggio (figura 35).  

Figura 35: Valori di carica cellulare (Log UFC/frutto) relativi alle muffe di mele 
prima e dopo il lavaggio con soluzioni acquose di ipoclorito o acqua elettrolizzata 

aventi un contenuto di cloro attivo di 50 ppm 

Analogamente a quanto osservato per la contaminazione batterica, anche nel caso 

delle muffe il prolungamento del tempo di lavaggio non ha migliorato l’effetto 

decontaminate di tale operazione indipendentemente dal sanitizzante utilizzato. Il 

parametro che sembra influire maggiormente sull’efficacia è invece la 

concentrazione del cloro attivo come risulta abbastanza chiaramente dal 

confronto con le figure relative ai trattamenti in presenza di 100 (figura 36) e 200 

(figura 37) ppm di cloro. Infatti in entrambe le condizioni si sono avuti livelli 

medi di riduzione delle muffe di oltre 2 unità logaritmiche dopo il trattamento più 

breve (5 minuti). E’ inoltre interessante rilevare che l’AE ha mostr

comportamento del tutto analogo alla soluzione di ipoclorito. 
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tteri mesofili totali, le muffe contaminati la superficie delle 

mele sembrano essere maggiormente sensibili ai lavaggi con i due sanitizzanti. 

Infatti utilizzando la concentrazione più bassa di cloro attivo, si sono avute 

e 2 Log UFC/frutto rispettivamente per l’AE e 

 
Figura 35: Valori di carica cellulare (Log UFC/frutto) relativi alle muffe di mele 

ua elettrolizzata 

Analogamente a quanto osservato per la contaminazione batterica, anche nel caso 

delle muffe il prolungamento del tempo di lavaggio non ha migliorato l’effetto 

indipendentemente dal sanitizzante utilizzato. Il 

parametro che sembra influire maggiormente sull’efficacia è invece la 

concentrazione del cloro attivo come risulta abbastanza chiaramente dal 

100 (figura 36) e 200 

(figura 37) ppm di cloro. Infatti in entrambe le condizioni si sono avuti livelli 

medi di riduzione delle muffe di oltre 2 unità logaritmiche dopo il trattamento più 

breve (5 minuti). E’ inoltre interessante rilevare che l’AE ha mostrato un 
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Figura 36: Valori di carica cellulare (Log UFC/frutto) relativi alle muffe di mele 
prima e dopo il lavaggio con soluzioni acquose di ipoclorito o acqua elettrolizzata 

aventi un contenu
 

 

Figura 37: Valori di carica cellulare (Log UFC/frutto) relativi alle muffe di mele 
prima e dopo il lavaggio con soluzioni acquose di ipoclorito o acqua elettrolizzata 

aventi un contenuto di cloro attivo di 
 

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

livello di Listeria monocytogenes 

Nella successiva parte della ricerca si è valutata l’efficacia dell’AE

di un patogeno, Listeria monocytogenes

diversi prodotti alimentari tra cui frutta e vegetali freschi. A tale scopo questo 
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Figura 36: Valori di carica cellulare (Log UFC/frutto) relativi alle muffe di mele 
prima e dopo il lavaggio con soluzioni acquose di ipoclorito o acqua elettrolizzata 

aventi un contenuto di cloro attivo di 100 ppm 

Figura 37: Valori di carica cellulare (Log UFC/frutto) relativi alle muffe di mele 
prima e dopo il lavaggio con soluzioni acquose di ipoclorito o acqua elettrolizzata 

aventi un contenuto di cloro attivo di 200 ppm 

etto dei lavaggi con acqua elettrolizzata od ipoclorito di sodio sul 

livello di Listeria monocytogenes  

Nella successiva parte della ricerca si è valutata l’efficacia dell’AE

Listeria monocytogenes ceppo 56Ly, frequentemente ritrovato in 

diversi prodotti alimentari tra cui frutta e vegetali freschi. A tale scopo questo 
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Figura 36: Valori di carica cellulare (Log UFC/frutto) relativi alle muffe di mele 
prima e dopo il lavaggio con soluzioni acquose di ipoclorito o acqua elettrolizzata 

 
Figura 37: Valori di carica cellulare (Log UFC/frutto) relativi alle muffe di mele 
prima e dopo il lavaggio con soluzioni acquose di ipoclorito o acqua elettrolizzata 

etto dei lavaggi con acqua elettrolizzata od ipoclorito di sodio sul 

Nella successiva parte della ricerca si è valutata l’efficacia dell’AE nei confronti 

ceppo 56Ly, frequentemente ritrovato in 

diversi prodotti alimentari tra cui frutta e vegetali freschi. A tale scopo questo 
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microrganismo è stato deliberatamente inoculato sulla superficie delle mele a tre 

differenti livelli di contaminazione: 

più alti non siano rappresentativi di condizioni reali, il loro utilizzo si rende 

necessario per meglio evidenziare l’eventuale relazione tra l’efficacia del 

sanitizzante e grado contaminazione del microrganismo target.

Dall’analisi della figura 38, che fa riferimento alle prove in cui 

56 Ly è stata inoculata al livello maggiore (

come tale microrganismo sia sensibile all’AE anche quando utilizzata alla 

massima diluizione (corrispondente a 50 ppm di cloro libero): infatti dopo 5 

minuti di trattamento si è avuta una perdita di vitalità di oltre 2 cicli logaritmici. 

Analogamente a quanto osservato per la microflora contaminante le mele, il 

prolungamento del lavaggio fino a 30

miglioramento in termini di decontaminazione. Questo stesso risultato, tuttavia, 

si è avuto anche per il sanitizzante di riferimento, l’ipoclorito di sodio.

 

Figura 38: Curve di sopravvivenza di L. monocytogenes 56 Ly del
inoculata in mele (inoculo: 6.9 Log UFC/frutto
elettrolizzata o ipoclorito di sodio aventi un contenuto di cloro attivo di 

 

All’aumentare del cloro attivo nelle soluzioni alla concentrazione di 100 ppm, 

l’efficacia del lavaggio con AE, a parità di grado di contaminazione iniziale (

Log UFC/frutto), è migliorata: infatti la massima riduzione di vitalità è stata di 
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più alti non siano rappresentativi di condizioni reali, il loro utilizzo si rende 

necessario per meglio evidenziare l’eventuale relazione tra l’efficacia del 

sanitizzante e grado contaminazione del microrganismo target. 
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56 Ly è stata inoculata al livello maggiore (∼ 7 Log UFC/frutto), si può notare 

come tale microrganismo sia sensibile all’AE anche quando utilizzata alla 

(corrispondente a 50 ppm di cloro libero): infatti dopo 5 

minuti di trattamento si è avuta una perdita di vitalità di oltre 2 cicli logaritmici. 

Analogamente a quanto osservato per la microflora contaminante le mele, il 

prolungamento del lavaggio fino a 30 minuti non ha comportato alcun 

miglioramento in termini di decontaminazione. Questo stesso risultato, tuttavia, 

si è avuto anche per il sanitizzante di riferimento, l’ipoclorito di sodio.

 
Figura 38: Curve di sopravvivenza di L. monocytogenes 56 Ly deliberatamente 

inoculo: 6.9 Log UFC/frutto) sottoposte a lavaggio con acqua 
elettrolizzata o ipoclorito di sodio aventi un contenuto di cloro attivo di 

All’aumentare del cloro attivo nelle soluzioni alla concentrazione di 100 ppm, 

l’efficacia del lavaggio con AE, a parità di grado di contaminazione iniziale (

Log UFC/frutto), è migliorata: infatti la massima riduzione di vitalità è stata di 
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All’aumentare del cloro attivo nelle soluzioni alla concentrazione di 100 ppm, 
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Log UFC/frutto), è migliorata: infatti la massima riduzione di vitalità è stata di 
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circa 4 cicli logaritmici, peraltro registrata già dopo 5 minuti di immersione delle 

mele (figura 39).  

 

Figura 39: Curve di sopravvivenza di L. monocytogenes 56 Ly deliberatamente 
inoculata in mele (inoculo: 7.2 Log UFC/frutto
elettrolizzata o ipoclorito di sodio aventi un contenuto di cloro attivo di 

 

 

A questa stessa concentrazione l’ipoclorito sembra essere caratterizzato da 

un’efficacia superiore (di circa 1 unità logaritmica), anche se va sottolineato che i 

dati sperimentali hanno presentato una notevole variabilità. La sensibilità di 

monocytogenes 56 Ly al contenuto di cloro attivo nella soluzione di lavaggio è 

evidenziabile anche dalla figura 40 relativa alle soluzioni a 200 ppm. 
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Curve di sopravvivenza di L. monocytogenes 56 Ly deliberatamente 

inoculo: 7.2 Log UFC/frutto) sottoposte a lavaggio con acqua 
elettrolizzata o ipoclorito di sodio aventi un contenuto di cloro attivo di 

A questa stessa concentrazione l’ipoclorito sembra essere caratterizzato da 

un’efficacia superiore (di circa 1 unità logaritmica), anche se va sottolineato che i 

dati sperimentali hanno presentato una notevole variabilità. La sensibilità di 

56 Ly al contenuto di cloro attivo nella soluzione di lavaggio è 

evidenziabile anche dalla figura 40 relativa alle soluzioni a 200 ppm. 
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un’efficacia superiore (di circa 1 unità logaritmica), anche se va sottolineato che i 

dati sperimentali hanno presentato una notevole variabilità. La sensibilità di L. 

56 Ly al contenuto di cloro attivo nella soluzione di lavaggio è 

evidenziabile anche dalla figura 40 relativa alle soluzioni a 200 ppm.  
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Figura 40: Curve di sopravvivenza di L. monocytogenes 56 Ly deliberatamente 
inoculata in mele (inoculo: 7.1 
elettrolizzata o ipoclorito di sodio aventi un contenuto di cloro attivo di 

 

 

Infatti, dopo il lavaggio più breve (5 minuti), l’uso di AE ha portato ad un livello 

di inattivazione di circa 6 cicli log

anche per i lavaggi più prolungati. Per contro, con l’ipoclorito si è raggiunta una 

riduzione massima di circa 5 cicli logaritmici. 

I trattamenti su frutta con un minor livello di contaminazione iniziale (5

UFC/frutto) di L. monocytogenes

soluzione di AE con 50 ppm di cloro attivo determina una dinamica di 

inattivazione di L. monocytogenes

quella registrata con frutta avente

raggiungendo, in entrambi i casi, valori di abbattimento di circa 3 cicli 

logaritmici.  
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Figura 40: Curve di sopravvivenza di L. monocytogenes 56 Ly deliberatamente 
inoculo: 7.1 Log UFC/frutto) sottoposte a lavaggio con acqua 

elettrolizzata o ipoclorito di sodio aventi un contenuto di cloro attivo di 

Infatti, dopo il lavaggio più breve (5 minuti), l’uso di AE ha portato ad un livello 

di inattivazione di circa 6 cicli logaritmici che si è mantenuto pressoché invariato 

anche per i lavaggi più prolungati. Per contro, con l’ipoclorito si è raggiunta una 

riduzione massima di circa 5 cicli logaritmici.  

I trattamenti su frutta con un minor livello di contaminazione iniziale (5

L. monocytogenes 56 Ly hanno mostrato che l’uso di una 

soluzione di AE con 50 ppm di cloro attivo determina una dinamica di 

L. monocytogenes 56Ly (figura 41) sostanzialmente simile a 

quella registrata con frutta avente la più alta contaminazione iniziale (figura 38), 

raggiungendo, in entrambi i casi, valori di abbattimento di circa 3 cicli 
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Figura 40: Curve di sopravvivenza di L. monocytogenes 56 Ly deliberatamente 

) sottoposte a lavaggio con acqua 
elettrolizzata o ipoclorito di sodio aventi un contenuto di cloro attivo di 200 ppm 

Infatti, dopo il lavaggio più breve (5 minuti), l’uso di AE ha portato ad un livello 

aritmici che si è mantenuto pressoché invariato 

anche per i lavaggi più prolungati. Per contro, con l’ipoclorito si è raggiunta una 

I trattamenti su frutta con un minor livello di contaminazione iniziale (5-6 Log 

56 Ly hanno mostrato che l’uso di una 

soluzione di AE con 50 ppm di cloro attivo determina una dinamica di 

56Ly (figura 41) sostanzialmente simile a 

la più alta contaminazione iniziale (figura 38), 

raggiungendo, in entrambi i casi, valori di abbattimento di circa 3 cicli 
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Figura 41: Curve di sopravvivenza di L. monocytogenes 56 Ly deliberatamente 
inoculata in mele (inoculo: 5.6 Log 
elettrolizzata o ipoclorito di sodio aventi un contenuto di cloro attivo di 

 

Analogamente, anche in presenza di soluzioni di AE, così come di ipoclorito, con 

100 ppm di cloro disponibile l’efficacia dei la

(figura 42) con quella ottenuta con mele inoculate con 

livello di 7 Log UFC/frutto (figura 39): in entrambe le prove infatti la massima 

disattivazione raggiunta è stata di 4

 

Figura 42: Curve di sopravvivenza di L. monocytogenes 56 Ly deliberatamente 
inoculata in mele (inoculo: 5.8 Log UFC/frutto
elettrolizzata o ipoclorito di sodio aventi un contenuto di cloro attivo di 
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Figura 41: Curve di sopravvivenza di L. monocytogenes 56 Ly deliberatamente 
inoculo: 5.6 Log UFC/frutto) sottoposte a lavaggio con acqua 

elettrolizzata o ipoclorito di sodio aventi un contenuto di cloro attivo di 

Analogamente, anche in presenza di soluzioni di AE, così come di ipoclorito, con 

100 ppm di cloro disponibile l’efficacia dei lavaggi è risultata confrontabile 

(figura 42) con quella ottenuta con mele inoculate con L. monocytogenes

livello di 7 Log UFC/frutto (figura 39): in entrambe le prove infatti la massima 

disattivazione raggiunta è stata di 4-5 unità logaritmiche. 

gura 42: Curve di sopravvivenza di L. monocytogenes 56 Ly deliberatamente 
inoculo: 5.8 Log UFC/frutto) sottoposte a lavaggio con acqua 

elettrolizzata o ipoclorito di sodio aventi un contenuto di cloro attivo di 
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Figura 41: Curve di sopravvivenza di L. monocytogenes 56 Ly deliberatamente 

) sottoposte a lavaggio con acqua 
elettrolizzata o ipoclorito di sodio aventi un contenuto di cloro attivo di 50 ppm 

Analogamente, anche in presenza di soluzioni di AE, così come di ipoclorito, con 

vaggi è risultata confrontabile 

L. monocytogenes ad un 

livello di 7 Log UFC/frutto (figura 39): in entrambe le prove infatti la massima 

 
gura 42: Curve di sopravvivenza di L. monocytogenes 56 Ly deliberatamente 

) sottoposte a lavaggio con acqua 
elettrolizzata o ipoclorito di sodio aventi un contenuto di cloro attivo di 100 ppm 
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Nell’ultima serie di prove che sono state effettuate si sono utilizzate mele 

inoculate con L. monocytogenes 56 Ly ad un livello maggiormente rispondente a 

situazioni reali, ∼ 3 Log UFC/frutto. Dai risultati riportati in tabella 18 si può 

notare come il lavaggio con AE abbia determinato la completa inattivazione di L. 

monocytogenes 56 Ly, anche in presenza del minor contenuto di cloro attivo (50 

ppm), già dopo 2 minuti di trattamento.  

 

Tabella 18: Effetto di trattamenti di lavaggio con soluzioni di ipoclorito od acqua 
elettrolizzata a differente contenuto di cloro attivo (50, 100, 200 ppm) sul numero di 
cellule vitali di L. monocytogenes 56Ly (Log UFC/frutto) deliberatamente inculata 

sulla superficie di mele Golden Delicious ad un livello di ∼∼∼∼ 3 Log UFC/frutto. 
Campione/ 
tempo di 
lavaggio 
(minuti) 

50 ppm 100 ppm 200 ppm 
 

Ipoclorito 
Acqua 

elettrolizzata 
 

Ipoclorito 
Acqua 

elettrolizzata 
 

Ipoclorito 
Acqua 

elettrolizzata 

Controllo 
(Non trattato) 

3.17  ± 0.23 3.02  ± 0.40 2.64  ± 0.24 

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 condizioni reali, l’acqua elettrolizzata 

può rappresentare una buona soluzione alternativa all’ipoclorito per prevenire il 

rischio legato alla sopravvivenza di L. monocytogenes. 

Un altro spetto interessante in previsione di una futura applicazione è che le 

caratteristiche chimico-fisiche prese in esame per l’AE (pH, contenuto di ione 

nitrato e cloro attivo) rimangono sostanzialmente immutate a seguito dell’utilizzo 

per il lavaggio delle mele, anche per il tempo più prolungato, analogamente a 

quanto rilevato per la soluzione di ipoclorito (figure da 43 a 51). 
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Figura 43: Valori di pH della soluzione di ipoclorito (IPO) e dell’acqua elettrolizzata 
(AE) prima e dopo il lavaggio delle mele. La concentrazione inizia

entrambe le soluzioni sanitizzanti è di 
 
 
 
 
 
 

Figura 44: Contenuto in cloro attivo della soluzione di ipoclorito (IPO) e dell’acqua 
elettrolizzata (AE) prima e dopo il lavaggio delle mele. La concentrazione iniziale di 

cloro attivo di entrambe le soluzioni sanitizzanti è di 
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Figura 43: Valori di pH della soluzione di ipoclorito (IPO) e dell’acqua elettrolizzata 
(AE) prima e dopo il lavaggio delle mele. La concentrazione iniziale di cloro attivo di 

entrambe le soluzioni sanitizzanti è di ∼∼∼∼ 50 ppm 
 

Figura 44: Contenuto in cloro attivo della soluzione di ipoclorito (IPO) e dell’acqua 
elettrolizzata (AE) prima e dopo il lavaggio delle mele. La concentrazione iniziale di 

cloro attivo di entrambe le soluzioni sanitizzanti è di ∼∼∼∼ 50 ppm
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Figura 44: Contenuto in cloro attivo della soluzione di ipoclorito (IPO) e dell’acqua 
elettrolizzata (AE) prima e dopo il lavaggio delle mele. La concentrazione iniziale di 

50 ppm 
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Figura 45: Contenuto in ione nitrato della soluzione di ipoclorito (IPO) e dell’acqua 
elettrolizzata (AE) prima e dopo il lavaggio delle mele. La concentrazione iniziale di 

cloro attivo di entrambe le soluzioni sanitizzanti è di 
 
 
 
 
 

Figura 46: Valori di pH della soluzione di ipoclorito (IPO) e dell’acqua elettrolizzata 
(AE) prima e dopo il lavaggio delle mele. La concentrazione iniziale di cloro attivo di 

entrambe le soluzioni sanitizzanti è di 
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Figura 45: Contenuto in ione nitrato della soluzione di ipoclorito (IPO) e dell’acqua 
elettrolizzata (AE) prima e dopo il lavaggio delle mele. La concentrazione iniziale di 

cloro attivo di entrambe le soluzioni sanitizzanti è di ∼∼∼∼ 50 ppm

Valori di pH della soluzione di ipoclorito (IPO) e dell’acqua elettrolizzata 
(AE) prima e dopo il lavaggio delle mele. La concentrazione iniziale di cloro attivo di 

entrambe le soluzioni sanitizzanti è di ∼∼∼∼ 100 ppm 
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Figura 45: Contenuto in ione nitrato della soluzione di ipoclorito (IPO) e dell’acqua 
elettrolizzata (AE) prima e dopo il lavaggio delle mele. La concentrazione iniziale di 

50 ppm 

 
Valori di pH della soluzione di ipoclorito (IPO) e dell’acqua elettrolizzata 

(AE) prima e dopo il lavaggio delle mele. La concentrazione iniziale di cloro attivo di 
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Figura 47: Contenuto in cloro attivo della soluzione di ipoclorito (IPO) e dell’acqua 
elettrolizzata (AE) prima e dopo il lavaggio delle mele. La concentrazione iniziale di 

cloro attivo di entrambe le soluzioni sanitizzanti è di 
 
 
 
 
 
 

Figura 48: Contenuto in ione nitrato della soluzione di ipoclorito (IPO) e dell’acqua 
elettrolizzata (AE) prima e dopo il lavaggio delle mele. La concentrazione iniziale di 

cloro attivo di entrambe le soluzioni sanitizzanti è di 
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Figura 47: Contenuto in cloro attivo della soluzione di ipoclorito (IPO) e dell’acqua 
elettrolizzata (AE) prima e dopo il lavaggio delle mele. La concentrazione iniziale di 

cloro attivo di entrambe le soluzioni sanitizzanti è di ∼∼∼∼ 100 ppm

: Contenuto in ione nitrato della soluzione di ipoclorito (IPO) e dell’acqua 
elettrolizzata (AE) prima e dopo il lavaggio delle mele. La concentrazione iniziale di 

cloro attivo di entrambe le soluzioni sanitizzanti è di ∼∼∼∼ 100 ppm
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Figura 47: Contenuto in cloro attivo della soluzione di ipoclorito (IPO) e dell’acqua 
elettrolizzata (AE) prima e dopo il lavaggio delle mele. La concentrazione iniziale di 

100 ppm 

 
: Contenuto in ione nitrato della soluzione di ipoclorito (IPO) e dell’acqua 

elettrolizzata (AE) prima e dopo il lavaggio delle mele. La concentrazione iniziale di 
100 ppm 
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Figura 49: Valori di pH della soluzione di ipoclorito (IPO) e dell’acqua elettrolizzata 
(AE) prima e dopo il lavaggio delle mele. La concentrazione iniziale di cloro attivo di 

entrambe le soluzioni sanitizzanti è di 
 
 
 
 
 

Figura 50: Contenuto in cloro attivo della soluzione di ipoclorito (IPO) e dell’acqua 
elettrolizzata (AE) prima e dopo il lavaggio delle mele. La concentrazione iniziale di 

cloro attivo di entrambe le soluzioni sanitizzanti è di 
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Figura 49: Valori di pH della soluzione di ipoclorito (IPO) e dell’acqua elettrolizzata 
(AE) prima e dopo il lavaggio delle mele. La concentrazione iniziale di cloro attivo di 

entrambe le soluzioni sanitizzanti è di ∼∼∼∼ 200 ppm 

Figura 50: Contenuto in cloro attivo della soluzione di ipoclorito (IPO) e dell’acqua 
elettrolizzata (AE) prima e dopo il lavaggio delle mele. La concentrazione iniziale di 

cloro attivo di entrambe le soluzioni sanitizzanti è di ∼∼∼∼ 200 ppm
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Figura 49: Valori di pH della soluzione di ipoclorito (IPO) e dell’acqua elettrolizzata 
(AE) prima e dopo il lavaggio delle mele. La concentrazione iniziale di cloro attivo di 

 
Figura 50: Contenuto in cloro attivo della soluzione di ipoclorito (IPO) e dell’acqua 
elettrolizzata (AE) prima e dopo il lavaggio delle mele. La concentrazione iniziale di 

200 ppm 
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Figura 51: Contenuto in ione nitrato della soluzione di ipoclorito (IPO) e dell’acqua 
elettrolizzata (AE) prima e dopo il lavaggio delle mele. La concentrazione iniziale di 

cloro attivo di entrambe le soluzioni sanitizzanti è di 
 

 

6.4 Effetto dei lavaggi con

sull’attività antiossidante e fenoli totali 

Al fine di verificare se l’uso di AE per la decontaminazione superficiale delle 

mele possa influenzare anche alcuni proprietà qualitative del prodotto, si sono 

effettuate determinazioni del dell’attività antiossidante (mediante test DPPH) e 

dei fenoli totali della buccia di frutta immediatamente dopo il lavaggio con 

soluzioni di AE ed ipoclorito di sodio contenti 50 e 200 ppm di cloro attivo. Dai 

risultati riportati nella figura 52 si può osservare come nessuna delle condizioni 

di lavaggio adottate, sia in termini di tempo, che di concentrazione di cloro 

disponibile, abbia indotto variazioni significative dell’attività antiradicalica.
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ontenuto in ione nitrato della soluzione di ipoclorito (IPO) e dell’acqua 
elettrolizzata (AE) prima e dopo il lavaggio delle mele. La concentrazione iniziale di 

cloro attivo di entrambe le soluzioni sanitizzanti è di ∼∼∼∼ 200 ppm

6.4 Effetto dei lavaggi con acqua elettrolizzata od ipoclorito di sodio 

sull’attività antiossidante e fenoli totali  

Al fine di verificare se l’uso di AE per la decontaminazione superficiale delle 

mele possa influenzare anche alcuni proprietà qualitative del prodotto, si sono 

uate determinazioni del dell’attività antiossidante (mediante test DPPH) e 

dei fenoli totali della buccia di frutta immediatamente dopo il lavaggio con 

soluzioni di AE ed ipoclorito di sodio contenti 50 e 200 ppm di cloro attivo. Dai 

lla figura 52 si può osservare come nessuna delle condizioni 

di lavaggio adottate, sia in termini di tempo, che di concentrazione di cloro 

disponibile, abbia indotto variazioni significative dell’attività antiradicalica.
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disponibile, abbia indotto variazioni significative dell’attività antiradicalica. 
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Figura 52: Attività antiossidante (DPPH) della buccia di mele sottoposte a lavaggio 
con soluzioni di ipoclorito od acqua elettrolizzata a diverso contenuto di cloro attivo 

 

 Per contro, si è registrata una sensibile diminuzione del contenuto i

seguito dei lavaggi che, tuttavia, è stata del tutto confrontabile con quella 

determinato dall’ipoclorito (figura 53). 

 

Figura 53: Contenuto in fenoli totali della buccia di mele sottoposte a lavaggio con 
soluzioni di ipoclorito od acqua elet
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antiossidante (DPPH) della buccia di mele sottoposte a lavaggio 
con soluzioni di ipoclorito od acqua elettrolizzata a diverso contenuto di cloro attivo 

(50 o 200 ppm) per 5 o 20 minuti 

Per contro, si è registrata una sensibile diminuzione del contenuto i

seguito dei lavaggi che, tuttavia, è stata del tutto confrontabile con quella 

determinato dall’ipoclorito (figura 53).  

Figura 53: Contenuto in fenoli totali della buccia di mele sottoposte a lavaggio con 
soluzioni di ipoclorito od acqua elettrolizzata a diverso contenuto di cloro attivo (50 o 

200 ppm) per 5 o 20 minuti 
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CAPITOLO 7 - CONCLUSIONI 
 

L’obiettivo principale di questa sperimentazione è stato quello di valutare 

l’efficacia di soluzioni di acqua elettrolizzata da utilizzarsi per la 

decontaminazione di mele mediante lavaggio per immersione.  

In generale tale tecnica di disinfezione ha dato buoni risultati in termini di 

riduzione di vitalità sia della microflora naturalmente presente sulla superficie 

delle mele, che di un patogeno target, Listeria monocytogenes, deliberatamente 

inoculato sulla frutta. Infatti, anche a seguito di lavaggi più brevi (5 minuti) e 

nelle condizioni più blande (50 ppm di cloro attivo) si sono ottenuti livelli medi 

di abbattimento di 1 ciclo logaritmico della popolazione batterica mesofila.  

Se  da un lato tali valori possono sembrare limitati, dall’altro va considerato che 

gli stessi risultati sono stati ottenuti con la soluzione di ipoclorito, scelto come 

sanitizzante di riferimento. Inoltre, è ampiamente riportato dalla letteratura 

internazionale che i microrganismi riescono ad infiltrarsi attraverso le lenticelle 

della superficie dei frutti, oltre al fatto che possono formare biofilm batterici o, 

quantomeno, aderire alla superficie formando una comunità microbica ben 

consolidata e di difficile rimozione.  

Tali condizioni riducono in modo significativo l’efficacia dei trattamenti con 

sanitizzanti chimici (Burnett et al., 2000), così come dei trattamenti fisici o di 

altri metodi adottati per ridurre o rimuovere i microrganismi.  

Per contro, i risultati ottenuti in questa sperimentazione hanno evidenziato che la 

popolazione fungina è più sensibile, rispetto a quella batterica, ai lavaggi sia con 

l’acqua elettrolizzata, che con la soluzione di ipoclorito. Complessivamente si è 

infatti raggiunta una perdita di vitalità compresa tra 1.5 e 2 cicli logaritmici 

utilizzando soluzioni di acqua elettrolizzata con una concentrazione di cloro 

attivo di 100 e 200 ppm: tali valori sono risultati del tutto simili a quelli del 

sanitizzante di controllo. 

Un altro aspetto che è emerso dal confronto dei risultati ottenuti alle diverse 

condizioni prese in esame è che, in generale, l’efficacia dei trattamenti 

sanitizzanti è influenzata soprattutto dalla concentrazione del cloro attivo, mentre 
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il tempo di trattamento non sembra essere un parametro di rilevo. Questa 

considerazione trova riscontro sia nei dati relativi alla microflora batterica e 

fungina naturalmente presente sulle mele, che nelle prove in cui la frutta è stata 

deliberatamente inoculata con Listeria monocytogenes.  

Per questo microrganismo si sono ottenuti livelli massimi di abbattimento 

compresi tra 3 e 5-6 cicli logaritmici in funzione del contenuto in cloro, oltre che 

del livello di contaminazione iniziale. Graça et al. (2011) hanno riportato livelli 

medi di inattivazione di patogeni quali Listeria innocua, E. coli e Salmonella 

choleraesuis compresi tra 1.2 e 2.4 unità logaritmiche di mele in pezzi a seguito 

di lavaggi della durata di 30 minuti con acqua elettrolizzata acida, mentre per 

quella neutra l’azione battericida è risultata di minore entità.  

D’altra parte riduzioni della carica batterica totale non eccedenti 1 ciclo 

logaritmico sono state osservate da Tomás-Callejas et al. (2011) per mizuna 

minimamente trattata a seguito di lavaggio per 3 minuti con acqua elettrolizzata 

neutra.  

Le notevoli differenze evidenziate in termini di efficacia dei lavaggi con acqua 

elettrolizzata delle mele deliberatamente inoculate con L. monocytogenes e della 

frutta contaminata dalla microflora naturale, possono essere ricondotte a 

differenti fattori quali: una intrinseca e naturale differenza nella sensibilità a 

condizioni di stress chimico-fisico di specie microbiche differenti più o meno 

adattate al sistema oggetto di studio; la presenza di una comunità microbica 

complessa, rispetto ad una singola specie/ceppo deliberatamente inoculato nella 

matrice oggetto di studio, che aumenta statisticamente la probabilità di avere 

microrganismi dotati di elevata resistenza; la maggiore adesione e/o formazione 

di biofilm sulla superficie del frutto precedentemente riportata.  

Tutti questi aspetti critici devono essere ben chiari e tenuti in considerazione 

qualora si debba procedere all’ottimizzazione delle condizioni di processo al fine 

di garantire l’ottenimento di alimenti sicuri da un punto di vista microbiologico. 

Ciononostante, i risultati di questa sperimentazione, sebbene preliminari, hanno 

evidenziato che l’acqua elettrolizzata può essere considerata una tecnica di 

decontaminazione promettente: infatti oltre ad avere un’azione sanitizzante 

simile all’ipoclorito nei confronti della microflora naturale, e di ridurre il rischio 
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associato alla presenza di L. monocytogenes, non ha indotto modificazioni 

significative di un parametro qualitativo che caratterizza tale frutto quale 

l’attività antiossidante determinata, in larga misura, dall’elevato contenuto in 

fenoli. 
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