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La durata degli alimenti deperibili € condizionata
dalla proliferazione microbica

La misura della shelf-life & quindi fondamentale

per stabilire una scadenza del prodotto alimentare
entro margini che garantiscano sicurezza e qualita
per il consumatore.

Per molti anni (in alcuni casi secoli) la durata
dell'alimento é stata ricavata empiricamente.




SITUAZIONE ATTUALE
Sviluppo di nuovi prodotti. LE RAGIONI:
® concorrenza commerciale

* esigenza di prodotti con trattamenti sempre piu blan ol

Necessita di definire la durata del prodotto con met odi non piu

empirici :

definiti metodi specifici e complessi (analisi dati , microbiologia
predittiva, challenge test).

Le conoscenze devono essere estese a tutti gli atto i, dalla
produzione alla vigilananza , anche se a livelli di
approfondimento diversi.




E’ necessario percio precisare gli aspetti
principali della microbiologia che fanno parte del
bagaglio necessario per lo studio della durata
microbiologica degli alimenti.

Affrontlamo quindi specificamente | principali
fattori di contenimento della proliferazione
microbica.
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Negli alimenti deperibili
qualsiasi fattore sulla
microbica e in funzi
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AW e prl

AW (activity water)

E' 'acqua contenuta nell'alimento, non legata, per cui ¢
libera per il metabolismo microbico

pH

Indica il valore dell'acidita dell'alimento

Azione sinergica tra aw , pH e temperatura
sull'inibizione della crescita microbica,

NON sull'inattivazione col calore



diminuzioNEm«\";

e/o

abbassamento

progressivo aumento della

stabilita microbiologica

degli alimenti



Aw, pH ed eventualmente i conservanti
determinano la conservabilita intrinseca
dell'alimento.

Avvicinandoci ai limiti di crescita batterica per
qualunque fattore considerato, la velocita di
moltiplicazione diminuisce drasticamente. L'effetto

e ancora complementare

Il da parte dei
microrganismi € situato, per qualsiasi fattore
considerato, in condizioni generalmente pi
favorevoli di quello per la semplice moltiplicazione.




Aumento del tempo di generazione con I'abbassamanto del
pH (da 6.5 a 4.5)
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Aumento del tempo di generazione con l'abbassamento
dell'aw (da 0.997 a 0.930)
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Crescita Listeria monocytogenes _
a 8°C in mozzarella Crescita Pseudomonas

fluorescens a 5°C in mozzarella

Studio shelf-life mozzarella
Confronto curve di crescita L. monocytogenes 1°1  otto- 8°C
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Flora lattica

Valori limite di pH e aw sono previsti nel 2073 poiché si possono determinare
agevolmente attraverso misurazioni strumentali.

Uno dei fattori pit importanti ( GENERALMENTE IL
PRINCIPALE ) di contenimento della crescita di patogeni
NON ESPLICTITAMENTE CONTEMPLATO NELLA
NORMA ¢ l'attivita dei batteri lattici, il cui impatto puo
essere anche prevedibile.

Il Regolamento 2073 prevede pero che possa essere
preso in considerazione dopo attenti studi.









Tutti questi fattori hanno  effetto complementare
sulla conservazione. Questo vuol dire che due o piu
fattori applicati contemporaneamente a livelli piu
blandi forniscono (a dati livelli) lo stesso effett 0

(comungue progressivo ) che SI otterrebbe con un
solo fattore applicato a - _

livelli piu drasticl. A0 !lg u
I‘ - . :

( /

’
4

Questo effetto e sfruttato regolarmente per
produrre alimenti conservabili (con trattaments
delicati), che risultino ancora gradevoli da
consumare.




Esempio:

Effetto dell'azione complementare dei vari fattori sulla crescita di

Condiz
loni
ottimal
i
T° 20
pH !
AW 0,997
Tempo
raddoppi 1,1

o in ore

E. coli O157:H7 .

Fattore o fattori limitanti applicati

pH aw
20 20
7

0,997
2,3 2,3

TO

0,997

2,3

pH+aw

20

2,3

T*aw

2,3

To+pH To
pH+
aw

0,997
2,3 2,3



Salmone affumicato:
Sale, fumo, altri antiproliferativi, temperatura.

Tuttavia a volte alti conteggi di Listeria
monocytogenes!

Su guale fattore di guelli precedentemente
trattati si puo agire?




TEMPO

come fattori di
AW contenimento
microbico sono
PH Incorporati in una
normativa vigente

Il Regolamento (CE) 2073/2005



Esempio: effetto complementare e conservazione

Le carni di salmone e merluzzo sono ugualmente deperibili

A partire da queste carni si ottengono 2 prodotti conservati:

Quanti fattori di contenimento microbico sono
applicati per preparare

Salmone affumicato (breve conservazione)

Stoccafisso (lunga conservazione)




ALLEGATOII
art. ¢
Gli studi di cui all'articolo 3, paragrafo 2, comprendono:

— prove per determinare le caratteristiche fisico-chiiche del prodotto, quali
pH aw, contenuto sahno concentrazmne di conservantltﬁpo di S|stema d| _
— modelli matematici predittivi  stabiliti per il

prodotto alimentare in esame, utilizzando fattori critici di
sviluppo o di sopravvivenza per | microrganismi in
guestione presenti nel prodotto,

— prove per determinare la capacita dei microrganismi in
guestione, debitamente inoculati, di svilupparsi o
sopravvivere nel prodotto in diverse condizioni di
conservazione ragionevolmente prevedibili,

(challenge test)

prodotto, dei microrganismi in questione e delle aadizioni di lavorazione e
conservazione

COMMISSION REGULATION (EC) No 2073/2005 of 15 Novem ber 2005 on microbiological criteria for foodstuffs



condizioni piu favorevoli alla
crescita microbica (aw , pH,

“scenario peggiore




studi ulteriori

1
modelli matematici predittivi stabiliti per il
prodotto alimentare in esame, utilizzando fattori
critici di sviluppo o di sopravvivenza per i
microrganismi in questione presenti nel prodotto,

Si usano in genere programmi per computer (a volte
gratuiti) dove si inseriscono i valori richiesti in apposite
finestre per ottenere dati sulla possibilita o meno dei vari
microorganismi di svilupparsi.

- A volte l'intervallo valori da inserire e limitato.

- Alcuni forniscono dati eccessivamente pessimistici,
anche se di tutta sicurezza ( La velocita di crescita
predetta e in genere MAGGIORE DELLA REALTA')




http://portal.arserrgov

PMPonline

and

COMBASE




gratuito

SSSP v3.1.Ink

Range of applicability

Temperature (2-15C), atmosphere (0-80 % CO2), wate r
phase salt (1.5-8.0 %), pH (5.6-7.5), smoke components/phenol (0-
20 ppm), lactate in water phase (0 - 30.000 ppm) and diacetate in
water phase (0 - 2.000 ppm)

Thanks to DTU ( Technical University of Denmark )



~.. Seafood Spoilage and Safety Predictor
File ©Opzioni Aiuko

Software di integrazione Tempo-Temperatura
= food Spoilage and S afety Predictar [355F)
=] Modell del taszo relativo di degradazione [RRS)
+)- Pezce manno frezco da acgue temperate
4| Pezce marino frezco da acque tropicali
Salmone affuricato refrigerato
amberett cott e zalah
tModelil RRS con carattenztiche termiche definite dall'utente
Confronto tra dati BRS ozzervati & previst
kModell di degradazione microbica (k5]
=] Photobacteriurm phozphoreun
Fileth merluzzo freschi in atm. protettiva
Fileth platezza freschi in atm. protettiva
Tranci di zalmone frezco in atm. protettiva
Shewanella acido sulfidrico produttore
kodelli M5 con walon parametnct definit dall'utente
Confronto tra dati ozgervat e previst
kModello primario di crescita a stoccaggio costante
kModello primario di crezcita a temperature vanabil
tMaodello microbico zecondario
Maodell di formazione delliztamina
1| Morganella peychrotolerans - crescita e formazione iztamina
4/ Maorganella morganii e M. peychrotolerans - crezcita e formazione istamina
Liztena monocyptogenes in pesce congelato
Liztena monocytogenes & battern lattict [L&E]
= Crescita di L. monocytogenes e batten acidi lattici [LAB] in pesci minimamente processati
Effetta di termperatura, atmozsfera, zale, fumo, pH, diacetato e lattato
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studi ulteriors

2
prove per determinare la capacita dei microrganismi in
questione, debitamente inoculati, di svilupparsi o
sopravvivere nel prodotto in diverse condizioni di
conservazione ragfionevolmente prevedibilr,

_E il metodo migliore.

- Richiede buone conoscenze microbiologiche ed e
di difficile esecuzione.




Quando serve Il
challenge test ?

Quando | parametri sia estrinseci che
Intrinseci al prodottoanche inseriti in
programmi di microbiologia predittiva,
non garantiscono la stabilita
microbiologica richiesta






Secondo la guida tecnica europea:

EU Community Laboratory for  Listeria monocytogenes
WORKING DOCUMENT Version 2 — November 2008
TECHNICAL GUIDANCE DOCUMENT On

shelf-life studies for Listeria monocytogenes in ready-to-eat foods
AFSSA (Agence Francaise de securité sanitaire desa liments)

Procedure microbiologiche per determinare la crescita di Listeria monocytogenes usando
challenge tests , microbiologia predittiva e durability studies

Challenge tests

sudiodel JrOWth potential ( O )

susocer Maximum growth rate  ( Mgy )

Durability studies



Growth potential

Il challenge test microbiologico per determinare il growth
potential ( ®&) si propone di misurare la crescita di Listeria
monocytogenes in un alimento artificialmente contaminato
mantenuto in realistiche (ragionevoli) condizioni.

6 e la differenza tra il log,o cfu/g alla fine del test e quello all’inizio.

6 = log1o cfu/g (fine del test) - 10910 CfU/T tempo “07)

DIFETTI
Poco flessibile poiché € valido solamente per le co ndizioni
applicate durante il test.




Growth potential

I 6 puo essere usato per:

1. classificare un alimento
> Se 0 > 0.5 log,, cfu/g ,/alimento & favorevole alla crescita di Listeria
monocytogenes (categoria 1.2) .
> Se d < 0.5 log, cfu/g ,/alimento NON é favorevole alla crescita di Listeria
monocytogenes (categoria 1.3) .

2. - gquantificare il comportamento di Listeria monocytogenes in un alimento
favorevole alla crescita (cat. 1.2)

3. - calcolare la concentrazione di Listeria monocytogenes al punto di
produzione tale che non possa eccedere il livello di 100 cfu/g alla fine della
shelf-life.

DIFETTI

Poco flessibile poiché e valido solamente per le cond izioni applicate durante il test.




Table 3. First example of results obtained from a growth potential test.

The linit of emumeration is 5> cfu'g

Difference Growth potential
between the mecﬁiian (8) = maximum
Batches| Day |Concentration (cfulg) Concentration concentration at “day of the
(logp cfu/g) end” and the median differences
In bold: concentration at “day 0"
median {logqp cfulg)
30 1.48
“day 0" 50 1.70
1 20 1.30 1.46-1.48=-0.02
43 1.63
‘day end"” 24 1.38
29 1.46
45 1.65
“day 0" 30 1.48
2 30 1.48 1.46-1.48=-002
29 1.46 0.42
“day end” 43 1.63
14 1.15
=5 =0.70
“day 0" 25 1.40
3 20 1.30 1.72-1.30=0.42
52 1.72
‘day end"” 38 1.58
81 1.91

TECHNICAL GUIDANCE DOCUMENT On shelf-life studies for Listeria monocytogenes in ready-to-eat foods
Version 2 — November 2008 - AFSSA




Table 4. Second example of results obtained from a growth potential test.

The limit of enumeration 1s 5 cfu/g.

Difference Growth potential
between the median (8) = maximum of
Batches Day Concentration Concentration con?entratlon at c_iay the differences
(cfu/g) (logyg cfu/g) end® and the median
In bold: concenftration at “day 0*
median (log,g cfu/g)

25 1.40
“day 0“ 20 1.30

1 55 1.74 2.28-1.40=0.88
100 2.00
“day end” 210 2.33
190 2.28
60 1.78
“day 0“ 30 1.48

2 50 1.70 2.54-1.70 =0.84

250 2.40 0.88

“day end" 350 2.54
390 2.59
20 1.30
“day 0“ 25 1.40

3 20 1.30 1.72-1.30 =042
43 1.63
“day end” 52 1.72
76 1.88

Se 6>0.5 LOG

si procede con ulteriori calcoli

TECHNICAL GUIDANCE DOCUMENT On shelf-life studies for Listeria monocytogenes in ready-to-eat foods
Version 2 — November 2008 - AFSSA




Esempi di risultati ottenuti da test di crescita ( Technical Guidance Document AFSSA)

Nel 2°esempio : &= 0.88 (log10 cfu/g) e > 0.5 per cui la LM cresce. Il valore puo essere usato
per ulteriori calcoli.

2 — quantificare il comportamento di Listeria monocytogenes

Se la concentrazione iniziale di L. monocytogenes e =1 log,,cfu/g (= 10 cfu/g)

Quale sara la concentrazione alla fine della shelf-life ?
Concentrazione finale = concentrazione iniziale + &

1+ 0.88 =1.88 log 4, cfu/g < 2 1og10 cfu/g (= 76 cfu/g < 100 cfu/qg)

3 — calcolare la concentrazione di_Listeria monocytogenes . Quale dovra essere la concentrazione (massima)
all'inizio della shelf-life per rispettare il limite di 100 cfu/g ( 2 log,, cfu/g) ?

Concentrazione iniziale = Concentrazione finale - &

2-0.88=1.12log,, cfu/g (=13 cfu/g)

Guide Shelf-life studies CRL L. monocytogenes




E’ il tasso massimo di crescita nell’unita di tempo.
Combina i modelli di microbiologia predittiva con i challenge tests

Studio del maximum growth rate  ( Htmax ) : si effettua misurando il tasso di crescita
di Listeria monocytogenes in alimento artificialmente contaminato mantenuto ad una
data temperatura , che non & necessariamente la stessa che si usera pe rla
predizione . Sara quindi possibile predire la crescita di Listeria monocytogenes

a temperatura diversa o ad un profilo tempo-tempera  tura diversi da quelli del

test.

Alla fine del test il pnax € calcolato dalla curva di crescita. Mettendo in grafico
(plotting), nella fase esponenziale di crescita, il logaritmo naturale (In) del numero delle

cellule contro il tempo si realizza una retta la cui pendenza e il pmax (@l giorno) .

Mmax  fornisce:

. una stima della concentrazione di Listeria monocytogenes ad un dato giorno
della shelf-life, conoscendo la concentrazione al tempo O,

. una stima della massima concentrazione di Listeria monocytogenes che puo
essere tollerata al tempo O per rimanere nei limiti di 100 cfu/g alla fine della shelf-
life.

Guide Shelf-life studies CRL L. monocytogenes




Comparazione tra challenge effettuato su una solau  nita e challenge effettuato su 10
unita Lotto 2
Pseudomonas fluorescens ceppo 50178

RIS
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Il max Si ottiene elaborando i dati del test ( In cfu/g e giorni) attraverso il
programma

Si sceglie quello col valore massimo, che & espressoin In cfu/g . day'l . Da

questo, attraverso la formula seguente si puo ottenere un altro [dmax ad un’altra
temperatura | (< 25°C)

NUOVO IJ-max = umax . (T_Tmin )2

et ( Tref - Tmin ) ?

valore dal test
temperatura del test

temperatura minima di crescita per Listeria monocytogenes (-2 °C).

ll valore di [lmax deve essere trasformatoin 100 19 Cfu/g per calcolare le stime
cheil Umax puo fornire. Procedimento: si divide il Pnax per 2.3 .

Guide Shelf-life studies CRL L. monocytogenes




Calcolo della stima di crescita di LM durante la shelf-life che preveda 2

0 piu temperature diverse.

Si calcolano i singoli contributi moltiplicando il potenziale di crescita per i giorni ad
una data temperatura; quindi i singoli contributi sono sommati per ottenere il tempo
totale (shelf-life)

FORMULA

( Mmax TH(Ref) x d1 (ggaTdiriferim)) + ( Hpnax T2 X d2 (gg ad altra temp) ) + 32 temp. ...

Guide Shelf-life studies CRL L. monocytogenes




Test .. con Pseudomonas fluorescens in mozzarella

i IFR MicroFit (ver 1.0]
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Test p .. conPseudomonas fluorescensin mozzarella

Dimostrazione che test valido anche Pssudomonas fluorescens
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PROBLEMA: Se accetto un massimo df {®,00 LOG) L. monocytogenes e
parto da un massimo inziale di 1 in 25 g (-1.4 L@@Ganti giorni posso conservare
le mozzarelle?

DATI DEL PROBLEMA : Il tasso di crescita € a
5°C =0,48 LOG/giorno ( )
( | Tiog 107 Si calcola l'incremento massimo
tollerato = concentrazione finale —
concentrazione iniziale =2 — (-1.4) =
3.4 LOG

Si divide lI'incremento massimo per |l
alla relativa temperatura per
ottenere la shelf-life (in giorni) a quella
temperatura

“max

0, comunque, il contributo alla stessa temperatura
se si tratta di una frazione della shelf-life.

.4 0.8 = 7.8 gg

Il fempo massimo di conservazionea 5°C e di 7 giorni e 19 ore

La trasformazione del valore da 8°C a 5°C e pteds guida AFSSA pdristeria monocytogenes




Permettono lo studio della crescita di LM durante la conservazione in alimenti
naturalmente contaminati ( in questi tipi di test I'evoluzione del
germe target e la piu attendibile )

Adatti solo per alimenti in cui la LM sia isolata frequentemente (prevalenza > 10%,
come riportato nella versione 6 , draft , del SANCO/1628/2008 GUIDANCE DOCUMENT on Listeria

monocytogenes shelf-life studies for ready-to-eat foods).

Alla fine del periodo di conservazione (in ragionevoli
condizioni) si effettua il conteggio di LM su tutti |
campioni per valutare quanti superano il livello di 100
cfu/g . Il numero di unita in cui considerare che LM
supera 100 cfu/g e dato dal limite superiore dell’intervallo
di confidenza (95%).




Estimated proportion of units > 100 cku monocytogenes/g at the
end of the shelf-life.

\ R P Cl
number of number of estimated 95% Confidence
analysed units proportion Interval
units >100cfu/g

20 5 0% [ 0% —16% ]
100 0% [ 0% — 4% ]
20 5% [ 1% — 24% |
100 1% [0.2% — 5% |
20 10% [ 3% — 30% |
100 2% [ 0.6% —7% ]

If more units are analysed, the narrower the cemod
interval becomes. For example, we can conclude ftois
table that the upper limit of the confidence in&drfor “2 units
exceeding 100 cfu/g out of 100 units” is lower thdmat
obtained for “O units exceeding 100 cfu/g out oft2(ts”.

limiti Si sceglie il limite maggiore dell'intervallo di confidenza

Guide Shelf-life studies CRL L. monocytogenes




