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IRRAGGIAMENTO

TECNOLOGIA utilizzata dall’industria alimentare per la conservazione degli alimenti.

Sfrutta le radiazioni ionizzanti a brevissima lunghezza d’onda e dotate di un’energia molto elevata.

E’ un proceso «a freddo» che non determina alcun aumento significativo della temperatura del prodotto,
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IRRAGGIAMENTO

RUOLO

Promuove la sicurezza e qualita degli alimenti in quanto favorisce:
v'Riduzione del rischio delle malattie trasmesse con gli alimenti;
v'Riduzione del deterioramento delle derrate alimentari;

PERCHE’ IRRAGGIARE I CIBI ?

» Per ridurre la carica microbica nel prodotto alimentare e quindi ridurre i rischi sanitari associati con
certi prodotti collegati alla presenza di microorganismi patogeni;

» Per prolungare la vita «a scaffale dei prodotti»

» Per prevenire la germinazione di patate, aglio e cipolle
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IRRAGGIAMENTO

PROCESSO TECNOLOGICO

=|’irraggiamento comporta I’esposizione degli alimenti da trattare, sfusi o confezionati, a una fonte
controllata di radiazioni ionizzanti per un certo periodo di tempo.

®la dose di energia assorbita dall’alimento é funzione dell’intensita della fonte di radiazione e del
tempo di esposizione e si misura in gray.

®|’esposizione deve essere sufficiente a produrre il risultato desiderato, ma allo stesso tempo tale da
evitare la degradazione dell’alimento.

"E’ possibili distinguere le dosi utilizzate per I'irraggiamento in 3 categorie che dipendono dal tipo di
alimento e dallo scopo che si vuole raggiungere ( dosi basse-medie —alte).
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QUADRO NORMATIVO U

In Europa: Alimento
*Direttiva comunitaria 1999/2/CE o
Irradiato

IRRAGGIAMENTO

*Direttiva comunitaria 1999/3/CE

In Italia
Tali direttive sono state recepite con il Decreto Legislativo n°94 del 30/01/2001.

**L’utilizzo delle radiazioni ionizzanti é consentito in tutti gli Stati Membri ad un livello di dose media
globale massimo di 10 KGy solo in impianti autorizzati;

s L’elenco comunitario delle tipologie alimentari ammesse é ancora in fase di completamento;

**Le autorizzazioni nazionali al trattamento degli alimenti o loro ingredienti con radiazioni ionizzanti
sono specifiche in ogni Stato Membro;

“*E’ obbligatorio indicare in etichetta il trattamento radiante riportando la dicitura «trattato con
radiazioni ionizzanti» o «irradiato»;
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IRRAGGIAMENTO

METODI CEN per l'identificazione di alimenti irradiati
Si distinguono in base alle modificazioni radio-indotte sull’alimento in :

v'Metodi fisici;
v'Metodi chimici;
v'Metodi biologici;

NON ESISTE UN METODO APPLICABILE A TUTTI GLI ALIMENTI.
Bisogna ricorrere all’applicazione di metodi diversi a seconda delle matrici da identificare.
Tra i metodi validati alcuni possono essere considerati di screening ed altri di conferma.
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IRRAGGIAMENTO

METODI DI SCREENING

"DEFT /APC
"DNA comet
"pSL

Offrono alcuni vantaggi:
Semplicita di esecuzione, bassi costi, velocita delle misure.
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IRRAGGIAMENTO
METODI DI CONFEMA
"GC, GC/MS
"ESR 0 EPR
="TL

Sono piu costosi, meno veloci, richiedono apparecchiature specializzate e personale competente per
Iinterpretazione dei risultati.
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OBIETTIVI

v Valutazione delle eventuali alterazioni provocate dal processo di
irraggiamento sulle caratteristiche igienico-sanitarie, nutrizionali,
organolettiche e sul tempo di conservazione dei prodotti alimentari di origine
animale (U.0.1-U.0.2);

v Messa a punto del metodo standardizzato EN 1786:1996 Risonanza di spin
elettronico (EPR) dell’idrossiapatite, utilizzato per identificare gli alimenti
irraggiati di origine animale contenenti ossa (U.0.1);

v’ Valutazione dell’efficacia del trattamento con radiazioni ionizzanti sulle carni
mediante metodi microbiologici tradizionali (U.O0.2);

v" Sviluppo e verifica di un metodo innovativo in citometria a flusso per
identificare le cellule integre (vitali) e quelle inattivate (morte) (U.O.1).
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METODOLOGIA
> Le prove sono state effettuate su carne con 0sso
»T° di conservazione 5°C (+/- 3°C)
»TO 3 giorni dall'irraggiamento
»T1 10 giorni dall'irraggiamento
> Irraggiamento presso ENEA (“Calliope” utilizzan®#g€0)

BOVINO TACCHINO
Centroli  Controli ENEA IRRAGGIATI — Controli  Coptrolli ENEA IRRAGGIATI Campioni
IZ51IT “ IZ5L e Totali
.T'.
NI ¥ & 1 & § w0 M E) 6 10 3 & 10
KGy KGy KGv KG KGy KGy KGy KG XKGy K@y KGy KGy
¥
™ ) 1 1 1 1 i 1 1 1 1 1 1 L 1 14
TE | § 1 1 1 1 1 1 1 8
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METODOLOGIA

Campione Intensitid di dose Intensiti di dose Tempo diirraggiamento
inizio irraggiamento  fine irraggiamento (hh:mm:ss)
(Gy/h) (Gy/h)

T0, T1 384 384 7-50:03

3KGy

T0.T1 384 384 15:38:51

6KGy

T0,T1 324 384 26:03:54

10KGy

Tabella 2. Tempi e dose di Iragglamento ded campioni.

Daose
assorbita
(Gy)
3000
6000

10000
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METODOLOGIA

v Analisi colorimetrica L’analisi colorimetrica & stata eseguita mediante colorimetro

Minolta CR 400 utilizzando il sistema CIELAB che permette di descrivere numericamente la
percezione cromatica dell’occhio umano sulla base di coordinate spaziali (spazi di colore).
Nello specifico i parametri considerati sono stati: luminosita L*, indice del rosso a*(dal
rosso al verde), indice del giallo b*(dal giallo al blu), Tinta (h), ovvero la tonalita del colore,
e Croma (o saturazione) che indica la pienezza del colore. Sono state utilizzate due diverse
sorgenti di luce (illuminati), D65 (luce diurna a cielo sereno) e C (luce diurna a cielo
coperto).

Ph Il pH e stato misurato utilizzando un ph-metro ad infissione

Capacita di ritenzione idrica Il potenziale di ritenzione idrica e la capacita da parte della
carne di trattenere completamente o in parte 'acqua propria ed aggiunta durante i
trattamenti. Questa caratteristica influisce sull’aspetto della carne cruda, sulla succosita e
sul comportamento in cottura. E’ stata valutata utilizzando tre metodi:

Drip loss (perdita d’acqua sul crudo);

Water bath loss (perdita d’acqua in cottura a bagno maria);

Cooking loss (perdita d’acqua in cottura in forno).
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METODOLOGIA
v’ E’ stata valutata come resistenza al taglio (Kgfjamediante il sistem#@ener ezza

elettromeccanico Instron, utilizzando una lamaiastallata su cesoia Warner Bratzler. La
tenerezza al taglio e influenzata da numerosiriatomponente miofibrillare, componente
connettivale (qualita del tessuto connettivo e ¢jteadi collagene), componente adiposa e
componente idrica (succosita).

v" Grasso, proteine, collagene € stato utilizzato il metodo NIT (Near InfraRedh$mittance),
basato sulla spettrometria nel vicino infrarosstwagerso lo strumento FoodScén

v' Ceneri La determinazione delle ceneri € stata eseguitansiecil metodo AOAC 1984,
ovvero dopo incenerimento del campione in muffo&@°C (+/- 10°C).
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v' Valutazione dell'irraggiamento

L'irraggiamento dei campioni e stato valutato applicando il metodo standardizzato UN/ EN
1786:1996 per |' identificazione di alimenti irraggiati contenenti ossa mediante
spettroscopia ESR (Risonanza di Spin Elettronico). Con questa tecnica e possibile rilevare la
presenza di radicali liberi, formatisi in seguito al trattamento con radiazioni ionizzanti,
basandosi sul fenomeno dell’assorbimento risonante. Viene applicato un campo magnetico
esterno il quale genera una differenza tra i livelli energetici di spin degli elettroni; in questa
fase, fornendo al sistema I'energia necessaria sotto forma di radiazione elettromagnetica
(microonde) e possibile far passare un elettrone da un livello energetico all’altro e viceversa
in modo che sia verificata la condizione di risonanza: I'energia assorbita € uguale alla
differenza di energia tra i due livelli. Si genera uno spettro di assorbimento ESR indicato
convenzionalmente come la derivata prima del segnale di assorbimento rispetto al campo
magnetico applicato.

E stata rimossa tutta la polpa dai campioni di ossa. Queste sono state frantumate
grossolanamente utilizzando delle pinze e, con l'aiuto di un bisturi, e stato rimosso anche il
midollo. | frammenti di ossa ottenuti sono stati lavati, posti in un becker e decantati con
acqua distillata agitando vigorosamente fino ad ottenere acqua incolore e priva di
particolato. | campioni puliti sono stati posti in stufa a 40°C per circa 3 ore, successivamente

nolverizzati con |'ausilio di un mulino a mortaio e analizzati mediante Spettrometro “e-

A ey - § _'“ i 1 3
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Spettro NI — 3 KGy Matrice bovino
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v" Analisi microbiologiche - Microrganismi totali a 30°C

Il metodo utilizzato fa riferimento alla Norma UNI EN ISO 4833-1 : 2013 Microbiologia della
catena alimentare - Metodo orizzontale per la conta dei microrganismi. Parte 1: Conta delle
colonie a 30°C con la tecnica dell'inseminazione in profondita.

Partendo da una sospensione iniziale del campione (diluizione 10 ), sono state eseguite le
successive diluizioni necessarie. In seguito, 1 ml di ciascuna diluizione e stato trasferito in
una piastra sterile utilizzando una nuova pipetta sterile per ogni diluizione decimale.

E’ stato versato sterilmente con una pipetta sterile da 25 ml, in ciascuna piastra, 12-15 ml di
terreno Plate Count Agar (PCA), precedentemente sciolto in bagnomaria e successivamente
portato alla temperatura di (47 + 1)°C.

Le piastre sono state mescolate delicatamente mediante movimenti lenti e circolari, in modo
che gli eventuali microrganismi presenti nell’inoculo si diffondessero nell’agar e ottenere
delle colonie uniformemente distribuite dopo incubazione.

Dopo che il terreno si e solidificato, si € provveduto a trasferire, mediante l'uso di una pipetta
sterile da 10 ml, 4-5 ml di Terreno Agar Acqua (AAC), sciolto e raffreddato a (47 £1)°Cin
bagnomaria, in modo da formare un sottile strato superficiale.

Dopo completa solidificazione, le piastre sono state incubate capovolte in termostato in
aerobiosi a (30+1)°C per (72 + 3) ore. Sono state selezione Ie piastre contenenti un numero
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Analisi microbiologiche —Enterobatteri || metodo utilizzato fa riferimento alla Norma ISO
21528-2: 2004 (Horizontal methods for the detection and enumeration of Enterobacteriacee —
PARTE 2: Colony — count method).

Partendo da una sospensione iniziale del campione (diluizione 101), sono state eseguite le
successive diluizioni necessarie. In seguito, 1 ml di ciascuna diluizione e stato trasferito in una
piastra sterile utilizzando una nuova pipetta sterile per ogni diluizione decimale.

In ciascuna piastra, e stato versato sterilmente circa 15 ml di terreno selettivo VRBGA
precedentemente fuso e raffreddato alla temperatura di (47 £-1)°C in bagnomaria .

Le piastre sono state mescolate delicatamente mediante movimenti lenti e circolari, in modo
che gli eventuali microrganismi presenti nell’inoculo si diffondessero nell’agar ottenendo delle
colonie uniformemente distribuite dopo incubazione. Dopo solidificazione del terreno, e stato
aggiunto uno strato di copertura di circa 4-5 ml di terreno VRBGA che e stato lasciato
solidificare completamente. Le piastre sono state poi incubate capovolte in termostato a
(30+1)°C per (24 * 2) ore.

Sono state selezione le piastre contenenti un numero massimo di 300 colonie per piastra e da
queste, le piastre contenenti meno di 150 colonie tipiche o presunte tali.

Alcune delle colonie caratteristiche sono state isolate su piastre contenti a agar nutrient,
incubate a 37°C per 24 h, e sottoposte a prove di conferma mediante test di reazione

all’ossidasi e prove d| fermentazmne Il numero di microrganismi presenti nel camlone e stato
I

W) 1‘? # I Tﬂg. fit '
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Analisi Citofluorimetriche La metodica della colorazione Live/Dead & un saggio di vitalita che si
basa sull’integrita della membrana plasmatica batterica.

METODOLOGIA

| batteri con membrana integra sono stati determinati dopo colorazione con Live/Dead
BacLight Viability, che utilizza una miscela di due coloranti di acidi nucleici, il SYTO 9

e loduro di Propidio (Pl), che differiscono nella loro capacita di penetrare nelle cellule
batteriche.

In tal modo i batteri con membrana plasmatica integra (identificati come vitali), colorati con

SYTO 9, emettono fluorescenza verde, mentre quelli con membrana danneggiata, colorati con
PI, risultano colorati in rosso
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Valutazione dell’efficacia del trattamento con radiazioni ionizzanti sulle carni
mediante metodi microbiologici tradizionali

Bovino ENTERO  CMT
NEGIZSLI IO 44 » 304 sx10%ufoe
ufc/g
IRR 3KGy =10ufc’e  =10ufce

Differenzatta UC <=4 Log =6 Log

Tabella 22. Effcacia del trattamento con radiazioni jonizzant
Campioni di Bovino. Differenzs tra le cariche microbiche
(Enterobatter: e Carica Mesofila Totale) per Negative IZSLT e
IRRAGGIATO 3KGyal Ty




Istituto Zooprofilattico Sperimentale
del Lazio e della Toscana M. Aleandri

Valutazione dell’efficacia del trattamento con radiazioni ionizzanti sulle carni
mediante metodi microbiologici tradizionali

Taechine ENTERO  CMT

NEG ENEA 5x103 ufelg 55 x 100

10KGy ufe/e

IRR 3KGy <1ouftle 1y « 102
. ufc/g

DifferenzatraUC =3 Log =4 Log

Tabella 23. Efficacia dz! tratiamento con radiazioni ionizanii
Campiom di Tacchino. Differenzs tra le cariche microbiche
(Enterchatter e Carica Mesofilz Totale) per Negative ENEA 10EGy 2
IRRAGGIATO 3KGy alT:




Istituto Zooprofilattico Sperimentale
del Lazio e della Toscana M. Aleandri

Valutazione dell’efficacia del trattamento con radiazioni ionizzanti sulle carni
mediante metodi microbiologici tradizionali

Il trattamento con dose di 3KGy, applicato tramiteeempo di irraggiamento di 7h 50, e
risultato essere in grado di procurare una ridwidné Log per i microrganismi a 30°C e 4
Log per gli Enterobatteri nella carne di bovino resata (Tabella 22). Nella carne di
tacchino e stata invece registrata una riduzionkldig per i microrganismi a 30°C e 3 Log
per gli Enterobatteri (Tabella 23).

La dose di irraggiamento di 3 KGy si € dimostraficece a ridurre la carica degli

Enterobatteri al di sotto di 10 ufc/g in entrambiipi di carne; di conseguenza, dosi

maggiori (6 e 10 KGy) lo saranno a loro volta.
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Valutazione dell’efficacia del trattamento con radiazioni ionizzanti sulle carni
mediante metodi microbiologici tradizionali

Bovine ENTERO CAMT

NEG IZSLT T0 L4x10fufe  Sx100ufce
NEG IZSLT T1 7 %108 uwiig 64x107 uiez
Differenza tra UC =2Log =1Log

Tabella 24. Efficaria def trattamento rispetio al fewpo dr
conservazione: Campioni di Bovino, Differenza tra le canche
microbiche (Enterohatter; e Canica Masofila Totale) per Wegativo
IZSLT To e Negativo IZSLT T,.

Tacchine ENTERO CMT
REGIZSLT T0 L1xIPufey  21x10° ufes
NEGIZSLT T1 46%107 ufeg  8x108uig
Diifferenza tra UC =35 Log =3Log

Tabella 25. Efficacia del trattamento rispetto al fempo di’
conservasions. Campioni di Tacchino. Differenza tra le cariche
‘microbiche (Enterobatten e Caricz Mesofila Totale) per
Negativo IZSLT Ty e Negativo EZSLT Ty
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Valutazione dell’efficacia del trattamento con radiazioni ionizzanti sulle carni

mediante metodi microbiologici tradizionali

Bovino ENTERO CMT
IZSITTI 7. y106ufcle 64107 ufcle
IRR3KGyT1 <10ufc/g 1.9 x 107 ufc/g
Differenza tra <6 Log <2 Log

e

IZSLT T1 7x100ufcle 64 x107 ufcg
IRR6KGy Tl <10ufcig 3,5 %103 ufeig
Differenza tra <6 Log <4 Log

(&

IZSLITTI 73106ufc/e  64x107 ufc/e
IRR 10KGy <10ufcie <10 ufc/g
T1

Differenza tra =<6 Log =7 Log

uc

Tabella 25. Efficacia del rrattamenic rispetio al fempo di
conservazions. Campioni di Bovino. Differenza tra le cariche
microbiche (Enterobatten e Canea Mesofils Totale) per Wegative
IZSLT Tl e IRRAGGIATI T

N

Tacchino ENTERO CMT
IZSLTTI 46x 107 ufc’'e 8x 108 ufc/'g
IRR3KGyTl <10ufcg 15 %167ufe/e
Differenza tra <7 Leg =1 Log

uc

ESI_‘T T 46x% __1|].'" ufc/s 8x 108 ufe/g
IRR6EGy Tl <10ufc's 7.1 x 10% ufele
Differenza tra =7 Log <4 Log

ucC

IZSLTTI - 46x __IIII'."r ufe/e 8 x10%ufc/g
IRR 10KGy <10ufc/s 43 x 10%ufc/g
T1 ]

Differenza wra =7 Log <5 Log

UcC

Tabella 26. Efficacia del rattawments rispetic al tempo di
censervazione. Campion di Tacchmo. Differenza fra le cariche

‘micrabiche {'Entélrﬁbaﬂﬂi & Canca Mesofila Totale) per Negativo

IZ51T Tl e IRRAGGIATI T1

=0
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Valutazione dell’efficacia del trattamento con radiazioni ionizzanti sulle carni
mediante metodi microbiologici tradizionali

CMT Bovino Tacchino Enterobatteri Bovino Tacchino
DOSE 3KGy 2Log 1 Log DOSE 3KGy 6 Log 7 Log
DOSE 6 KGv 4 Log 4 Log DOSE 6 KGy 6 Log 7 Log
DOSE 10 KGy 7Log SLog. DOSE 10 KGy 6 Log 7Log

Tabella 27. Efficacia defle dozi di rattamenta rispetio alla Carica Tabella 28, Efficacia delle dosi 6l trattamento rispetio alia carica
Mésafila Totale psr Bovine e Tacchino. Enterabatteri per Bovmo e Tacching.
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Istituto Zooprofilattico Sperimentale
del Lazio e della Toscana M. Aleandri

RISULTATI
BOVINO TACCHINO
MediaNI 3KG 6KG 10KG MediaNI 3KG 6KGy 10KG
Ta ¥ ¥ v To ¥ To y
_ Ts To To To Ta
GRASSO % 8.26 631 1042 743 GRASSO % 6.83 604 689 66
PROTEINE % 21,19 2243 2122 2193 PROTEINE % 1956 1971 19,55 2017
COLLAGENE 1,78 1.4 171 16 COLLAGENE 149 131 16 137
% %
UMIDITA % 67.84 6952 664 6856 UMIDITA % 73.13 7382 73,66 7353
Tabella 3. Composizione nutrizionale campiom di bovino Tabella 4. Composizione nutrizionale campion: di
Irragoiats e Non Irraggiati al TO. I dati der campioni NT al TO st tacchino Irraggiati e Non Irraggiati al To. I dati det
riferiscono alla media ottenuta considerando anche 1 controlli campioni NI al Ty si riferiscono alla media ottenuta
NI ENEA (“N7). considerando anche 1 controlli NI ENEA (“N7)
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Istituto Zooprofilattico Sperimentale
del Lazio e della Toscana M. Aleandri

RISULTATI
BOVINO o . .
Medi NI 3KG 6KGy 10KG TACCHINO
a Ty y Ty v Medi NI 3KG 6KG 10KG
NI i Ti a T ¥ ¥ y
Ty NI Ti T Ty
GRASSO % 826 3,1 373 1002 677 . Ts _ ,
3 GRASSO % 683 44 343 293 356
PROTEINE % 21,19 24, 237 2247 2349 PROTEINE % 1956 21, 225 22,6 2296
23 2 35 6 8
COLLAGENE 178 28 242 267 249 COLLAGENE 149 2 167 176 168
0% 2 0%
UMIDITA % 6784 72 737 6644 6896 UMIDITA % 7313 74 7438 749 7414
87 78 4 3
Tabella 5. Differenza composizione nutrizionale campioni di bovino
Non Imaggiati al Tyeal T; e Irraggiatial T, Tabella 6. Differenza composizione nutrizionale campioni di

tacchino. Non Irraggiati al Tyeal T; e Irraggiati al Ty

| valori ottenuti non si discostano particolarmente dai parametri nutrizionali standard.




Istituto Zooprofilattico Sperimentale
del Lazio e della Toscana M. Aleandri

RISULTATI

BOVINO TACCHINO BOVINO mcc:l{mc

DRIP LOSS% 6.49 23t 215 322
COOKING LOSS % 26.79 29.79 29 52 2744
WATER BATH LOSS % 29.16 21.71 3025 20.15
RESITENZAALTAGLIO 328 09 3.98 0.97
(Kgficm?)

Tabella 7. Capacita di ritenzione idrica e resistenza al taglio-campioni di bovinoe e tacchino
Non Irragoiati al Ty e al Ty .
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Istituto Zooprofilattico Sperimentale
del Lazio e della Toscana M. Aleandri

CONCLUSIONI

Purtroppo, con i risultati delle prove analitiche, non é stato possibile effettuare una valutazione
statistica esaustiva a causa dello scarso numero di campioni oggetto di studio. Infatti I'elevata
numerosita delle analisi prevista nel progetto e i costi sostenuti sia per l'irraggiamento dei
campioni sia per le prove analitiche hanno imposto la scelta di ridurre la quantita di campioni da
analizzare.

Comunque, dall’analisi dei dati e nello stesso tempo (TO o T1) del periodo di conservazione
considerato nel nostro studio non vi sono differenze sostanziali, ai fini organolettici e nutrizionali,
tra i prodotti irraggiati e non irraggiati.

Inoltre, dal momento che i risultati delle prove microbiologiche hanno dimostrato che una dose di 6
KGy & in grado di ridurre la carica microbica mesofila di 4 log per entrambi i tipi di carne (bovino e
tacchino) e di 6 e 7 log la carica di enterobatteri, rispettivamente per carne bovina e di tacchino,
sarebbe interessante confrontare e valutare, in maniera piu approfondita, eventuali correlazioni tra
i risultati microbiologici ottenuti e quelli di carattere organolettico e nutrizionale della carne con le
stesse dosi di trattamento.




Istituto Zooprofilattico Sperimentale
del Lazio e della Toscana M. Aleandri

Per quel che riguarda le analisi citometriche effettuate nello studio, questa metodica analitica si e rivelata
non solo appropriata ma ha evidenziato tempi di esecuzione notevolmente piu rapidi rispetto alla tecnica
classica su piastra (3 ore contro le 48-72), consentendo di effettuare azioni correttive in tempi ristretti.
Altro aspetto importante € il grado di automazione della tecnica che da la possibilita di effettuare un elevato
numero di analisi al giorno, oltre alla standardizzazione del metodo che permette una diminuzione del grado
di errore legato alle manualita presenti invece nella tecnica classica.




