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Relazione finale - Progetto Ecoberries

Relazione sulle attivita dell’unita operativa coordinata dal prof. Marco Dalla Rosa (Dipartimento di Scienze e
Tecnologie Agroalimentari) nell’ambito del progetto CORE Organic Plus “Innovative and eco-sustainable
processing and packaging for safe and high quality organic berry products with enhanced nutritional value”

(ECOBERRIES)

Le attivita svolte nell’ambito del progetto di ricerca hanno riguardato 1’approfondimento dell’effetto di trattamenti non-
termici innovativi accoppiati con quelli tradizionali, come ad esempio la disidratazione osmotica, per migliorare la
funzionalita dei prodotti finiti ad umidita intermedia (semi-dried). Di seguito verranno dettagliate le principali attivita

svolte ed alcuni risultati ottenuti.

Introduzione

Disidratazione osmotica (OD) & una tecnologia non-termica e consiste nell'inserire alimento in
una soluzione ad elevata pressione osmotica per indurre flussi di acqua verso I'’esterno e flussi
di soluti verso I'interno, ottenendo prodotti di migliore qualita che possono essere conservati
piu a lungo (Tylewicz et al,, 2011).

Essendo il trattamento osmotico un processo molto lungo e lento di norma vengono effettuati
pretrattamenti che ne permettono di migliorare i coefficienti di scambio di materia e
velocizzare il processo, come ad esempio gli campi elettrici pulsati (PEF) o ultrasuoni (US).

I campi elettrici pulsati (PEF), sfruttando la corrente generata da un campo elettrico ad
impulsi, hanno la capacita di modificare la permeabilita dei tessuti vegetali predisponendo i
prodotti trattati a ingenti trasferimenti di massa. L’effettiva efficacia del trattamento dipende
dalle condizioni di processo impostate come: tensione, tempo di trattamento e durata degli
impulsi; ma anche la tipologia di prodotto sottoposta al trattamento (Barba et al., 2015).

Gli ultrasuoni ad alta intensita (Power US) sono onde meccaniche con una frequenza al di sopra
di quella dell’'udito umano (>20 kHz) e sono stati utilizzati con successo come pretrattamento
durante diversi processi allo scopo di aumentare la velocita di trasferimento di massa e
ridurne i costi. Il miglioramento dei processi di diffusione & dovuto principalmente all’“effetto
spugna”, che é il risultato di compressioni e decompressioni di materiale in cicli successivi
associati alla propagazione delle onde acustiche. Questo fenomeno pud provocare la
formazione di canali microscopici nel tessuto, distruzione delle pareti e membrane cellulari,
aumentando cosi la mobilita dell’acqua (Nowacka et al., 2014).

Il trattamento OD ¢ stato condotto su tre diversi frutti biologici selezionati: fragola, kiwifruit e cranberries.

Inoltre, sono stati studiati le diverse tipologie di coating edibile per aumentare la shelf-life di mirtilli. L’utilizzo di
film edibili, generalmente a base di polisaccaridi, lipidi o proteine, contribuisce al prolungamento della shelf-life
della frutta fresca tagliata, rallentando la perdita di umidita, di soluti e sostanze volatili, il tasso di respirazione e
quindi le reazioni di ossidazione e in generale il deterioramento del prodotto in conservazione Inoltre, la
formulazione dei coatings pud essere arricchita con sostanze quali coloranti, nutrienti, agenti strutturanti,
antimicrobici ecc. per il miglioramento della qualita di prodotti a base di frutta (Tezotto-Uliana et al,, 2014).
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Caso studio 1: Valutazione dell’effetto del trattamento con i campi elettrici
pulsati (PEF) sulla cinetica di disidratazione e sulle caratteristiche chimico-
fisiche di fragole biologiche sottoposte a OD.

Piano sperimentale

Sono state utilizzate fragole provenienti da produzione biologica appartenenti alla varieta Alba. Le fragole sono
state stoccate a 4 °C e portate a temperatura ambiente (20 + 2 °C) prima di essere sottoposte a trasformazione.
Sono stati applicati 100 impulsi di durata di 100 ps ciascuno con un’intensita di campo elettrico paria 100, 200 e
400 V/cm a pezzi di fragola rettangolari di dimensione 20x20x30mm, dopodiché i campioni sono stati sottoposti
ad un trattamento di disidratazione osmotica in una soluzione ipertonica di saccarosio o trealosio a 40 % (p/p)
per 120 min (Fig.1.). In ognuna delle soluzioni & stato aggiunto 1% (p/p) di calcio lattato per proteggere la
struttura delle fragole durante i vari trattamenti. Nei campioni ottenuti dalla sperimentazione sono stati
analizzati i seguenti parametri: perdita d’acqua, guadagno di soluti, distribuzione dell’acqua, colore, texture e
vitalita cellulare a diversi tempi di OD: 0, 15, 30, 60 and 120 min.
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Fig.1. Procedura sperimentale per la disidratazione osmotica delle fragole biologiche.

Risultati

[ risultati ottenuti hanno permesso di evidenziare come l'utilizzo del PEF ha portato ad un evidente aumento
delle rese di processo, in termini di velocita di perdita d’acqua e, in maniera piu contenuta, di guadagno in soluti;
tale effetto é risultato dipendente dalla tipologia di agente osmotico utilizzato (saccarosio - Fig.2. o trealosio
Fig.3.).
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Fig.2. Cambiamento di massa in termini di acqua persa e guadagno di soluti in funzione del tempo e del voltaggio
applicato, nella soluzione saccarosio 40% - lattato di calcio 1%
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Fig.3. Cambiamento di massa in termini di acqua persa e guadagno di soluti in funzione del tempo e del voltaggio
applicato, nella soluzione trealosio 40% - lattato di calcio 1%

Per quanto riguarda i parametri qualitativi, non sono state osservate differenze significative nel colore delle
fragole trattate con PEF e OD, mentre la texture & risultata leggermente inferiore nei campioni pre-trattati con il
PEF rispetto a quelli solo osmotizzati. Tuttavia, questo potrebbe essere dovuto alla intensita di campo elettrico
applicato e al numero di impulsi, quindi ulteriori studi sono necessari per approfondire questo effetto sulla
matrice delicata come la fragola.

Attraverso la risonanza magnetica nucleare a bassa frequenza (TD-NMR) é stato possibile studiare come I'acqua
si ridistribuisca all'interno della cellula in seguito al processo osmotico. Questa analisi ha permesso di osservare
separatamente le popolazioni d’acqua in due diversi compartimenti cellulari (Fig.4.). Il trattamento OD ha
provocato una diminuzione dell'intensita del segnale relativa ai protoni d'acqua situati nel vacuolo dopo 120 min
di OD, a seguito del restringimento di questo compartimento. Di conseguenza si € osservato un aumento
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dell'intensita dei protoni dell'acqua appartenenti al citoplasma/spazio extracellulare. Inoltre, i risultati TD-NMR
hanno dimostrato che 'applicazione del PEF ha facilitato la diffusione d’acqua a causa dell’elettroporazione delle
membrane, tuttavia applicando il PEF a bassa intensita, sono state osservate ancora entrambe le popolazioni,
suggerendo solo una parziale disintegrazione cellulare. Questo risultato e stato confermato dall’analisi con il
microscopio a fluorescenza, dove si & potuto osservare un parziale mantenimento della vitalita cellulare nei
campioni trattati con il PEF a 100 V/cm.
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Fig.4. Esempio di uno spettro T2 di campioni di fragola fresca.

Di conseguenza & possibile ipotizzare come la soglia di energia che determina una modificazione della tipologia
di “porazione”, da reversibile ad irreversibile, nel tessuto di fragola sia situata tra i 100 ed i 200 V cm',
confermando quanto riportato recentemente in letteratura su tessuto di mela fresca. L’utilizzo di voltaggi piu
bassi potrebbe risultare una strategia adeguata in termini di aumento delle rese di processo e livello qualitativo
del prodotto ottenuto.

Conclusioni

» Utilizzo del PEF come trattamento preliminare ha provocato un aumento della velocita di perdita
d’acqua, in particolare i campioni trattati con trealosio hanno presentato una perdita di acqua maggiore
e un minore guadagno di soluti.

» Per quanto riguarda le caratteristiche qualitative non si sono osservate differenze significative tra i
campioni disidratati con saccarosio e trealosio.

» L'impiego del trattamento PEF ha causato una piu elevata migrazione di acqua dal vacuolo al citoplasma,
sebbene i trattamenti con il voltaggio pill basso non abbiano causato perdita di vitalita cellulare.

» La soglia di energia che determina una modificazione della tipologia di porazione, da reversibile a
irreversibile situata trai 100 e 200 V/cm.

» L'applicazione del trattamento PEF a 100 V/cm e la successiva disidratazione osmotica nella soluzione
di trealosio sembrano essere una combinazione ottimale per ottenere un prodotto semi-disidratato,
mantenendo allo stesso tempo le caratteristiche di freschezza delle fragole, che & un requisito
fondamentale per un prodotto biologico.
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Caso studio 2: Valutazione dell’effetto del trattamento con i campi elettrici
pulsati (PEF) sul bilancio di massa e distribuzione dell’acqua nei campioni di
frutti di kiwifruit biologici sottoposti a disidratazione osmotica.

Piano sperimentale

Sono stati utilizzati frutti di kiwifruit da produzione biologica (Actinidia deliciosa cv Hayward). 1 frutti sono stati
stoccati a 4 °C e portati a temperatura ambiente (20 + 2 °C) prima dei trattamenti e dell’analisi.

I campioni cilindrici di kiwifruit sono stati sottoposti ad un pre-trattamento con PEF a tre voltaggi differenti
(100, 250 e 400 V/cm) utilizzando 60 impulsi della durata di 100 ps, quindi sono stati sottoposti ad una
disidratazione osmotica in soluzione di saccarosio a 61,5 % per vari tempi fino ad arrivare a 120 min.

Risultati

I risultati ottenuti hanno dimostrato una diminuzione dei tempi di disidratazione osmotica a seguito di pre-trattamenti
con PEF; tale effetto veniva amplificato con 1’aumentare dell’intensita del campo elettrico applicato. Tuttavia, le
differenze non sono risultate significative, suggerendo che non & necessario applicare un'intensita di campo
elettrico molto elevata per ottenere un buon livello di disidratazione. La Fig. 5 mostra i valori di attivita
dell'acqua immediatamente dopo I'OD e 24 ore dopo il trattamento OD.
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Fig.5 Attivita dell’acqua in campioni di kiwifruit immediatamente dopo OD (linea continua) e 24h dopo il
trattamento OD (linea tratteggiata)

Grazie ad utilizzo di una tecnica non-distruttiva quale TD-NMR (Risonanza Magnetica Nucleare Time domain) ¢ stato
possibile osservare la distribuzione dell’acqua nei vari compartimenti cellulari (vacuolo, citoplasma/spazi extracellulari,
parete cellulare) a seguito dei trattamenti effettuati. Inoltre, questa tecnica ha permesso di individuare la
riversibilita/irreversibilita dell’elettroporazione, un parametro fondamentale per definire il mantenimento della vitalita
cellulare nel tessuto.
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Inoltre, attraverso l'analisi NMR ¢ stato possibile monitorare il tipo del trasporto interno. In generale, in un processo
osmotico, il trasporto principale ¢ quello simplastico, mentre applicando il pretrattamento PEF ¢ stato possibile
osservare come il trasporto apoplastico ¢ importante quanto quello simplastico, aumentando considerevolmente il tasso
di rimozione dell'acqua.

Conclusioni

» Il pre-trattamento PEF potrebbe essere utilizzato per progettare nuovi prodotti (product
design) di frutta osmotizzata ( o semicandita) con alto livello di disidratazione e con il
contenuto di zuccheri inferiore.

» L’applicazione del PEF a bassa intensita (100 V/cm) e stato quindi identificato come un
compromesso ottimale tra efficacia nell’aumentare i trasferimenti di massa durante OD e la
necessita di preservare la micro-struttura del frutto.

» 1l pre-trattamento PEF coinvolge sia il trasporto interno apoplastico che simplastico,
aumentando considerevolmente il tasso di disidratazione dei campioni di kiwifruit.

Caso studio 3: Valutazione dell'effetto degli ultrasuoni (US) come
pretrattamento ad una successiva disidratazione osmotica, sulle proprieta
chimico-fisiche di cranberries.

Piano sperimentale
Sono stati utilizzati i frutti di cranberries freschi var. Vaccinium oxycoccus, e conservati a 4 + 1 ° C fino al
momento del loro utilizzo. Successivamente i cranberries sono stati tagliati con un coltello affilato nel centro
geometrico del frutto per oltrepassare il limite della resistenza della buccia e di conseguenza per facilitare i
trasferimenti di massa e per rendere piu semplici i processi successivi.
Alcuni campioni sono stati pesati e sottoposti al pretrattamento con ultrasuoni (US), mediante l'utilizzo del
bagno ad ultrasuoni alla frequenza di 21 KHz per 30 minuti. Durante il pretrattamento con US i campioni sono
stati emersi nelle soluzioni osmotiche:

1. Soluzione conil 61,5 % di saccarosio.

2. Soluzione con il 30% di saccarosio + 0,1% di stevia

3. Soluzione con il 40% di trealosio.
Successivamente i campioni sono stati sottoposti ad un trattamento di disidratazione osmotica utilizzando le
soluzioni sopra elencate per differenti tempi di trattamento (3, 6, 24, 48, 72 ore).
[ frutti sono stati posti in dei barattoli di vetro in agitazione alla temperatura costante di 40 ° C, tale da favorire il
processo di trasferimento di massa (Fig. 6). Una volta terminato il trattamento i cranberries sono stati sciacquati
con acqua distillata per 10 secondi e asciugati con carta assorbente per 5 secondi.
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Frequency of 21 KHz
Time: 30 min
Total power: 180 W
Ultrasound intensity: 3.6 W/g
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sucrose30% +0.1% steviol glycosides,

AAAAAAAAS

trehalose40%
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T Trehalose 40% 0.965
SA_USM Sucrose 61,5% 0.867
STV_US30 Sucrose 30% < s2ev0lg 0,1% 0975
T_US30 Trehalose 40% 0.965

# Shelf-ife studies
Storage at 10° C in climaticchamberin
microforated plastic bags (PLA)

Fig.6. Preparazione dei campioni per il trattamento con ultrasuoni e successiva disidratazione osmotica

Risultati

Le cinetiche relative alla perdita di acqua (0,977 < R2 < 0,998) modellate attraverso le equazioni di Peleg,
durante il trattamento osmotico dei campioni di cranberries in soluzione con saccarosio 61.5 %, trealosio 40% e
saccarosio 30% + stevia 0.1% sono mostrate in Fig. 7. Il parametro principale che ha influenzato il trasferimento
di massa e stato il tempo di trattamento osmotico, infatti si nota che all'laumentare del tempo corrisponde un
aumento del contenuto di solidi ed un aumento delle perdite di acqua principalmente entro le 24 ore di
trattamento. Il tasso di trasferimento di massa & stato influenzato anche dal tipo di soluto utilizzato, infatti si e
registrato una maggiore perdita di acqua nei campioni disidratati con saccarosio al 61.5 % in quanto ha
presentato una maggiore forza motrice per la disidratazione. Dalla tabella 1 si evince che il valore di k1 & piu
basso nei campioni disidratati osmoticamente con saccarosio, indicando una velocita iniziale di perdita
dell’acqua piu alta rispetto agli altri campioni. Lo stesso risultato e stato riscontrato anche per la velocita finale
(all’equilibrio), mostrando valori piu bassi di k2.

Non sono evidenti particolari differenze di perdite d’acqua e guadagno di soluti tra i campioni che hanno o non
hanno subito un pretrattamento con ultrasuoni. In letteratura e stato provato che il trattamento ad ultrasuoni ha
provocato un incremento del tasso di disidratazione osmotica in kiwifruit, tuttavia non tutti i prodotti
rispondono nella stessa maniera al trattamento combinato ultrasuoni-disidratazione osmotica, soprattutto a
causa della differenza di struttura nell’alimento (Simal et al., 1998).
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Fig.7. Water loss modellato attraverso la equazioni di Peleg nei campioni di cranberries desidratati osmoticamente.

Table 1. Velocita iniziale (k1), velocita all’equilibrio (k2) della perdita di acqua durante il trattamento di
disidratazione osmotica nei campioni di cranberries disidratati con saccarosio, saccarosio + stevia e trealosio.

Water loss
Soluzione k1 SE k2 SE  RZ 1/k1 1/k2
SA 1514 0,028 2837 0,245 0,991 0,660 0,353
STV 2,800 0,485 7,523 0,039 0,992 0,357 0,133
T 2,480 0,255 4118 0,030 0,996 0,403 0,243
SA_US30 1,556 0,129 2586 0,015 0,998 0,643 0,387
STV_US30 2,656 0,634 9,431 0,043 0,990 0,377 0,106
T_US30 2,599 0,058 3,543 0534 |[\_0977 J| 0,385 0,282

Per le prove di shelf-life sono stati utilizzati i campioni disidratati per 72 ore. La fase di stoccaggio dei campioni e
stata condotta in camera climatica alla temperatura costante di 10° C per 8 settimane in buste di plastica
microforate (PLA). Le analisi sui campioni di stoccaggio sono state effettuate durante la prima (T1), la seconda
(T2),1a quarta (T4) e I'ottava settimana (T8) di conservazione.
In questa fase della sperimentazione sono stati valutati il colore, la sostanza secca, l'attivita dell'acqua (aw), il
contenuto di acqua disponibile attraverso risonanza magnetica nucleare (NMR) a bassa frequenza ed infine
I'analisi termica attraverso calorimetria differenziale a scansione (DSC). L’effetto del pretrattamento ad
ultrasuoni durante il periodo di stoccaggio ha portato ad una modifica delle caratteristiche qualitative in
particolare del colore, portando ad un aumento della luminosita ed un decremento dell'indice di rosso (a*)
rispetto al frutto non trattato. Anche se & stata notata una leggera disidratazione dell’'prodotto nel corso dello
stoccaggio, dall’analisi NMR emerge, che le variazioni del tempo di rilassamento e dell'intensita dei pool di
protoni appartenenti al vacuolo e citoplasma/spazi extracellulari erano minime indicando che il prodotto era
stabile nel tempo dal punto di vista di migrazione e redistribuzione dell’'acqua nei diversi compartimenti.
L’analisi termica attraverso DSC ha permesso di individuare le variazioni dell’entalpia e della temperatura di
degradazione a seguito del trattamento osmotico e dello stoccaggio.
In generale il campione che meglio ha conservato le caratteristiche chimico-fisiche e microbiologiche durante la
conservazione € risultato essere quello osmotizzato con soluzione al 61,5% di saccarosio in quanto avendo una
minore attivita dell’acqua, ha provocato anche una minor crescita di batteri mesofili totali, lieviti e muffe (Tabella
2).
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Tabella 2. Carica microbica dei mesofili aerobi totali, lieviti e muffe nei campioni di cranberries analizzati.

Mesophylic aerobicbacteria log ufc/g)

T0 11 T2 T4 T8
SA 2.2 326 28 288 | 402
STV 243 375 54 791 799

T 204 476 600 716 )
SA US30 | 253 148 278 285 | g:i yi |
STV US30| 2.4 508 668 792 8535
TUSY | 248 515 701 739 839
Yeast (log ufc/g)

T0 11 T2 T4 I8
SA 25 148 260
STV 267 312 527 7192 82
T 192 45 607 709 8.11
SA Us30 | 2.09 <1 210 278 515
SIV_US30| 19 464 63 775 814
TUS30 | 253 515 675 725 832

Molds (log ufc/g)
TO Tl T2 T4 T8
SA 200 <1 1 q:
STV <1 <1 <1 3 [
T 1.00 30 RS <6
SA US30 <1 <1 <1 <
STV US| <1 <« Q S <6
T US30 < < Q S <6

Conclusioni

» L’utilizzo degli ultrasuoni non ha influenzato in maniera significativa le cinetiche di
trasferimento di massa durante il trattamento osmotico, cosi come l'attivita dell’acqua e il
contenuto di solidi solubili.

» Durante il periodo di stoccaggio, il pretrattamento ad ultrasuoni ha portato ad una modifica
delle caratteristiche qualitative in particolare del colore, portando ad un aumento generale
della luminosita (L*) ed un decremento dell’indice di rosso (a*) rispetto al frutto non trattato.

» Dall’analisi NMR emerge che il prodotto era stabile nel tempo dal punto di vista della
migrazione e redistribuzione dell’acqua nei diversi compartimenti cellulari.

» Il campione che meglio ha conservato le caratteristiche chimico-fisiche e microbiologiche
durante la conservazione e risultato essere quello osmotizzato con soluzione al 61,5% di
saccarosio.
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Caso studio 4: Studio dell’effetto di applicazione del film edibile su mirtilli nel
corso della loro shelf-life.

Piano sperimentale

Lo scopo dello studio e stato quello di valutare l'efficacia di coatings edibili nel mantenimento della qualita di
mirtilli durante la conservazione.

In una prima fase della ricerca sono state studiate diverse tipologie di coating composti da: sodio alginato (Al),
pectine (Pe) e sodio alginato + pectine (Al + Pe) applicati ai mirtilli ed & stata valutata la shelf-life dei prodotti
fino a 14 giorni a 4°C (Fig. 8), esaminando alcune caratteristiche chimico-fisiche (pH, colore texture SSC), la
vitalita cellulare dei tessuti e la crescita microbica (mesofili aerobi totali e lieviti). Successivamente sono state
studiate le caratteristiche di coatings a base di chitosano estratto da funghi (C) e procianidine (CP) ottenute dalla
lavorazione dei vinaccioli del vino. Tali nuove formulazioni di coating sono state applicate ai mirtilli, le cui
caratteristiche (colore, texture, pH, attivita antiossidante con i due metodi DPPH e ABTS, crescita microbica)
sono state monitorate durante la conservazione a 4°C per 14 giorni

Organic
Blueberries

3

-y 3

1° DRYING: 25 + 1 °C for 30 min
2° phase DIPPING for 30 sec

¥

2°DRYING: 25 + 1 °C for 60 min

\ g

Packaging in plastic trays (PET) closed in micro-perforated bags
(PLA) - Storage: 4°C for 14 days.

Samples: Samples:

I experiment II experiment

» control (C) v control (F)

» sodium alginate (Al) v chitosan from mushroom (C)

» pectin (Pe) v chitosan from mushroom +

» sodium alginate procvanidins from grape seeds
+ pectin (Al + Pe) (C+P)

Fig.8. Procedura sperimentale per l'applicazione del coating edibile sui mirtilli.

Risultati
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Dai risultati ottenuti & emerso come l'applicazione di Al, Pe e Al + Pe abbia migliorato ed aumentato la durezza
dei campioni di mirtilli rispetto al campione non trattato (C) fino al giorno 10 di stoccaggio. Gli elevati valori di
consistenza nei campioni con coating, molto probabilmente sono dovuti alla presenza del rivestimento che
garantisce rigidita alla struttura superficiale della frutta. Inoltre, tutti i campioni rivestiti hanno evidenziato
valori di luminosita (L*) inferiori e una tinta di colore blu pilu intenso rispetto al campione C. La diminuzione di
L* nei campioni rivestiti con il coating potrebbe essere dovuta a una modifica delle proprieta superficiali di
riflessione della luce, mentre 'aumento della tinta al quattordicesimo giorno puo essere dovuto alla sintesi di
antocianine durante la maturazione. L’utilizzo di rivestimenti edibili a base di Al e Pe nei mirtilli, ha contribuito
significativamente a rallentare la crescita di lieviti e di batteri mesofili aerobi totali.

L’applicazione del coating a base di chitosano e procianidine ha inoltre favorito un incremento dell’attivita
antiossidante dei mirtilli, rilevata con 'utilizzo di entrambi i metodi di analisi utilizzati.

Conclusioni

» I rivestimenti edibili utilizzati hanno mostrato un effetto positivo, principalmente sul mantenimento della
durezza e sull'aumento dell'attivita antiossidante (coatings con chitosano e chitosano piu procianidine) dei
campioni di mirtillo.

» I mirtilli rivestiti con coating edibile hanno mantenuto il colore tipico durante i 14 giorni di stoccaggio.

» Nei mirtilli rivestiti con coatings a base di chitosano si ¢ avuta un'inibizione nella crescita di muffe e lieviti
significativamente maggiore che in quelli non rivestiti.
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