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In accordo con la Convenzione di collaborazione stipulata tra il Distretto della Pesca e Crescita Blu
di Mazara del Vallo e il Consorzio Universitario della Provincia di Trapani, nell’ambito delle attivita
e degli obiettivi del progetto SUPER ICE, Misura 1.25 del PO FEAMP 2014/2020, I’Istituto di
Biologia Marina ha effettuato la valutazione degli effetti dell’utilizzo di “Creamy Ice®” sulla qualita
e la conservabilita dei prodotti della pesca e dell’acquacoltura, rispetto ai controlli conservati con
ghiaccio a scaglie.

I risultati ottenuti dall’attivita di ricerca intendono dare un contributo all’incremento della
competitivita e sostenibilita della pesca Siciliana e della qualita e sicurezza dei prodotti della pesca e
dell’acquacoltura.

Il consumo dei prodotti ittici ¢ in continuo aumento, sia per la loro appetibilita sia per le loro
caratteristiche nutrizionali, tuttavia i prodotti della pesca e dell’acquacoltura sono, notoriamente,
altamente deperibili [1].

I prodotti ittici sono caratterizzati da un elevato contenuto di acqua e di azoto non proteico, pH neutro,
una struttura muscolare poco soda, un basso contenuto di collagene, con un notevole contenuto di
acidi grassi polinsaturi, particolarmente sensibili all'ossidazione. Queste caratteristiche determinano
la deperibilita di questi prodotti che, se non controllata, causa la perdita di qualita sensoriale e
nutrizionale [2—4]. Il deterioramento ha inizio immediatamente dopo la cattura o la macellazione e
prosegue, con una velocita che dipende direttamente dalle condizioni di conservazione e lavorazione.
Il processo di deterioramento post mortem ¢ dovuto all’azione combinata di enzimi endogeni e
microbici e a reazioni chimiche che determinano il declino della qualita del prodotto. I cambiamenti
piu significativi che inducono la perdita di qualita durante la conservazione post mortem includono:
la perdita di liquidi, lo scolorimento, la degradazione delle componenti azotate e lipidiche e la perdita
della texture della parte edibile. Inoltre, le prime fasi di manipolazione e conservazione,
immediatamente dopo la cattura, e le tecniche di mattazione influenzano significativamente la
conservabilita dei prodotti ittici, la loro qualita dal punto di vista organolettico, nutrizionale e della
sicurezza dei consumatori [1].

In questo contesto, il controllo della temperatura di conservazione ¢ uno dei parametri pitt importanti
per il controllo della qualita e della sicurezza degli alimenti ittici freschi. Infatti una bassa temperatura
di conservazione inibisce efficacemente il loro deterioramento [1,2].

Per ridurre il deterioramento e la degradazione biochimica e mantenere le proprieta organolettiche ¢
necessario intervenire immediatamente dopo la cattura, impiegando diversi metodi di conservazione,
basati sulla bassa temperatura. I metodi piu usati includono, oltre alla tradizionale conservazione con
ghiaccio a scaglie, tecnologie pit moderne ed efficienti quali il superchilling, lo slurry ice o ghiaccio
fluido, I'uso di camere refrigerate senza ghiaccio (refrigerazione passiva), il congelamento e la
surgelazione.

Tra queste tecnologie di conservazione a freddo la produzione dello slurry ice (ghiaccio fluido)
addizionato con ozono e anidride carbonica ¢ quella su cui si basa il ghiaccio innovativo prodotto
dalla Medic Air Industry e registrato con il nome di “Creamy Ice®”.

Sin dagli anni 30 del ‘900, con il primo brevetto di Oman E. del 1935 (citato in [5]), & nota la
potenzialita dell’uso dello slurry ice per la conservazione di alimenti.

Nel 1982 ¢ stato pubblicato il primo articolo scientifico che descriveva I’uso di questo ghiaccio per
la conservazione di prodotti ittici [6], confermato, successivamente dai lavori di Chapman et al. [7] e
di Thomas et al. [8], negli anni 90 del ‘900. Nel 1981 ¢ stato brevettato il primo sistema di
distribuzione meccanizzato dello slurry ice nelle cassette di pesce [9]. A questo proposito Ma et
al.[10] , nel 2011, presentano una review relativa ai brevetti depositati riguardo le tecnologie di
produzione di questa tipologia di ghiaccio.

Oggi la letteratura scientifica relativa all’uso dello slurry ice per la conservazione di prodotti ittici €
molto vasta riguardo sia ad impianti a terra [5,11-32] che all’utilizzo di impianti di produzione
installati a bordo di imbarcazioni da pesca [33-38].
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Successivamente, sfruttando i1 ben noti effetti dell’utilizzazione dell’ozono nei processi di
conservazione di queste referenze alimentari, il cui uso per applicazioni alimentari ¢ stato approvato
nel 1997 dalla US Food and Drug Administration (FDA) [39,40], nel 2005 ¢ stato riportato che
I’effetto positivo dell’uso di slurry ice pud essere ampliato attraverso I’'uso, contemporaneo di Ozono.
Infatti, Campos et al.[12] hanno dimostrato, che addizionando 1’0zono allo slurry ice, durante la sua
produzione, si incrementano positivamente gli effetti sulle qualita sensoriali, microbiologiche e
biochimiche di Sardina pilchardus [12].

Anche per questa tipologia innovativa di conservazione delle referenze ittiche ¢ presente un’ampia
produzione scientifica [12,13,28,30,31,41-45], tra cui sono riportate anche esperienze di impianti di
produzione installati su imbarcazioni da pesca [43]. Esperienze basate sull’'uso di questa tipologia
innovativa di ghiaccio e ozono, su Engraulis encrasicolus e S. pilchardus, sono gia state effettuate in
collaborazione con la Marineria Siciliana [30].

Come ampiamente dimostrato, I'uso del ghiaccio fluido consente un raffreddamento piu veloce,
minori danni fisici sulla superficie del pesce, una migliore protezione per i prodotti acquatici contro
l'azione dell'ossigeno, grazie alla completa copertura della superficie del pesce, e una gestione piu
igienica del prodotto, come conseguenza del processo di automazione della produzione del ghiaccio.
Questa tecnologia di conservazione a bassa temperatura, quindi, puo presentare il vantaggio di
preservare le caratteristiche nutrizionali e inibire la crescita microbica ed essere considerata, per tali
motivi, una tecnica potenzialmente promettente [27,28,31].

I risultati della validazione dell’'uso del “Creamy Ice®”, in accordo con quanto riportato da Conficoni
et al., [45] di seguito riportati confermano I’utilita e ’efficacia di questa tecnologia, che consente di
aumentare la shelf life dei prodotti ittici considerati.
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METODOLOGIE
Campionamento
Lo studio ha riguardato le seguenti specie ittiche provenienti dalla pesca e dall’acquacoltura:
e Sardina pilchardus
Engraulis encrasicolus
Sparus aurata
Micropterus salmoides
Parapenaeus longirostris
Aristaeomorpha foliacea
I campioni, sono stati baiati € mantenuti durante la shelf life con due diverse tipologie di ghiaccio:

ghiaccio a scaglie (Flake Ice, F1) o slurry ice, con la denominazione commerciale registrata Creamy
Ice® (CI).

Preparazione del ghiaccio

I1 FT utilizzato era di origine commerciale, preparato con acqua dolce potabile (Figura 1).

Il CI ¢ stato prodotto dall’impianto di Mazara del Vallo, gestito dal Distretto della Pesca e delle
Crescita Blue, sotto la supervisione tecnica di personale della Medic Air Industry srl. Per la sua
produzione ¢ stata utilizzata acqua ad una salinita del 35 %o (Figura 1).

FI CI

Figura 1. Misurazione della temperatra del Flake Ice (FI) e Creamy Ice® (CI).

Dopo la produzione, entrambe le tipologie di ghiaccio (FI e CI) sono state traportate sulle
imbarcazioni, utilizzando per il FI dei contenitori coibentati, mentre per il CI ¢ stata utilizzata una
procedura suggerita dai tecnici della Medic Air. Il CI prodotto ¢ stato stoccato in freezer portatili
(Mobicool da 38 litri, forniti dalla Medic Air) ad una temperatura di —15,0 °C.

Quest’ultima procedura di trasporto, tuttavia, ¢ stata utilizzata soltanto per il primo campionamento,
perché il CI cosi trasportato ha raggiunto temperature molto basse, che ne causavano la solidificazione
e quindi anche la perdita del caratteristico aspetto cremoso e dei vantaggi dell’utilizzo di tale ghiaccio.
Per tali motivi si rendeva necessario aggiungere al CI acqua e procedere ad una rottura manuale, per
permetterne 1’uso per la baiatura a bordo (Figura 2).
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Figura 2. Preparazione del Creamy Ice® (CI) a bordo per la baiatura

Dopo il primo campionamento, anche il CI ¢ stato trasportato in contenitori coibentati, che hanno
pero causato la liquefazione del CI.

Baiatura e conservazione dei campioni per la shelf life

Per la baiatura, sono stati utilizzati il FI e il CI in un rapporto pesce ghiaccio di 1:1.

Tutte le specie sono state baiate con FI e CI (Figura 3 e Figura 4) e mantenute durante la shelf life in
cassette con la stessa tipologia di ghiaccio (Tabella 1).

Inoltre per le specie provenienti dall’acquacoltura ¢ stato introdotto un terzo trattamento che ha
previsto, dopo la baiatura in CI, il mantenimento in cassette con FI (CI+FI) (Tabella 1). Questa
procedura, come dimostrato per altre specie allevate, presenta notevoli vantaggi sia in termini di
conservabilita della qualita dei prodotti che in termini logistici [27,29].

Tabella 1. Specie target del progetto.

Specie Pata Provenienza Trattamenti Campionamenti shelf life
campionamento

S. pilchardus 04/11/2020 Pesca FleCI Giorni 0, 1,3,6,9¢ 12

E. encrasicolus 12/11/2020 Pesca FleCI Giorni 0, 1, 3,6, 9. 12

S. aurata 1/12/2020 Acquacoltura FI, CI e CI+FI Giorni 1, 3,6,9, 12 ¢ 15

M. salmoides 22/02/2021 Acquacoltura FI, CI e CI+FI Giorni 1, 3,6,9, 12 ¢ 15
P. longirostris 19/10/2021 Pesca FleCI Giorni 1, 3,5¢7
A. foliacea 19/10/2021 Pesca FleCI Giorni 1, 3,5¢7
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Figura 3. Fasi della pesca e della baiatura del gambero
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FI N CI

b
Figura 4. Baiatura in Flake Ice (FI) e Creamy Ice® (CI) delle specie provenienti dall’acquacoltura. a) S. aurata b)
M. salmoides

Le cassette contenenti gli esemplari delle specie oggetto di studio sono state conservate, durante il
periodo della valutazione della shelf life, in celle frigorifere a 0 °C per gli esemplari in FI e in CF+FI
e a—1,5 °C per gli esemplari in CI.

Il ghiaccio (FI o CI), durante le prove di shelf life, veniva opportunamente rabboccato, quando
necessario.

Valutazioni analitiche

La valutazione analitica dell’evoluzione della qualita organolettica e nutrizionale e della
conservabilita ¢ stata effettuata sulle specie target (Tabella 1) con le metodiche analitiche indicate in
Tabella 2.

Per ciascun tempo di campionamento sono state utilizzate due repliche. Per ridurre le manipolazioni
del prodotto ogni replica era rappresentata da una singola cassetta.
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Tabella 2. Metodologia analitiche.

Rilevazione della temperatura

Temperatura al core rilevata manualmente con ’uso di un termometro
digitale COMARK C 28, con sonda in acciaio (152x58x27 mm)
risoluzione 0,1 °C

Analisi biometriche

Sono stati rilevati peso, lunghezza totale e lunghezza standard

Analisi sensoriale

Quality Index Method (QIM) Secondo schema specifico per la specie:
analisi condotta indipendentemente da quattro tecnici dello staff di ricerca
dell’istituto, assegnando a ciascun attributo dei parametri analizzati, un
punteggio di demerito da 0 (migliore qualita) a 3 (qualita inferiore). Per
ciascuna specie ¢ stata riportata la somma dei punti di demerito ottenuta
S. pilchardus [46].

E. encrasicolus [47].

S. aurata [48].

P. longirostris [49]. La melanosi ¢ stata valutata su una scala a cinque
punti, con 0 che rappresenta la colorazione naturale del prodotto o
comunque 1’assenza di decolorazione; 1 l'ingiallimento e 2, 3 e 4 si
riferiscono rispettivamente a macchie nere leggere, moderate e intense
[50].

A. foliacea [51]. La valutazione della melanosi ¢ stata effettuata
attribuendo un punteggio di demerito da O (assenza di macchie o di
variazione del colore naturale) a 4(presenza di numerose macchie nere)
[52].

M. salmoides [53]. Analisi condotta indipendentemente da quattro tecnici
dello staff di ricerca dell’istituto assegnando a ciascun attributo dei
parametri analizzati, un punteggio da 10 (migliore qualita) a 0 (qualita
inferiore). Per calcolare il punteggio ¢ stato utilizzato il metodo dell'indice
ponderato. 5 punti ¢ stato fissato come limite di freschezza accettabile per
il consumo umano.

Analisi strumentale del colore

L'analisi ¢ stata effettuata utilizzando un colorimetro Konica Minolta
(Osaka, Giappone). Le letture del colore sono state effettuate nello spazio
di colore L*, a* e b* (spazio di colore CIELAB, illuminazione standard
D65 e un osservatore di 2°) I parametri di colore valutati sono stati la
luminosita (L*), la cromaticita rosso-verde (a*), la cromaticita giallo-blu
(b*), la variazione di colore (AE) e la bianchezza Whiteness (WI) come
raccomandato dalla Commissione internazionale per 1'illuminazione [54].
La valutazione del colore ¢ stata eseguita:

Nei pesci, sul filetto, in due punti dorsali lungo la direzione cefalo-
caudale.

Nei gamberi, sul cefalotorace e sulla parte edibile

Lipidi totali

Estrazione e determinazione gravimetrica secondo Folch et al.[55]

Acidi grassi

Transesterificazione dell’estratto lipidico secondo Lepage e Roy [56] e
Gascromatografia-FID

Acqua e ceneri

Metodo gravimetrico AOAC (1990) [58]

Proteine totali

Mineralizzazione e titolazione, metodo Kjeldhal [59]

Contenuto di sale

Metodo ionometrico in accordo con REGOLAMENTO (UE) N.
1169/2011 [60]

MDA

Metodo enzimatico colorimetrico all’acido tiobarbiturico  secondo

Botsoglou et al. [61]

TVBN (Azoto totale volatile
basico

Distillazione diretta sul campione omogenato, secondo protocollo
specificato nel Regolamento CE n. 2074/2005.[62]

Attivita dell’acqua

Determinazione strumentale igrometrica misurata con HP23-AW
Rotronic (AG, Bassersdorf, Svizzera).

WHC

Metodo gravimetrico secondo Gomez-Guillén ef al. [63]

Analisi microbiologica

Conta microbica dei microorganismi a 30 °C.
Metodo: UNI EN ISO 4833-1:2013.

Idrolab Consult s.a.s. accreditato (ACCREDIA).
Vedi allegati 1-2 e 5-7

Analisi Istamina

Metodo cromatografico: Metodo interno MP-1 rev. 6: 2019- (Allegato 4)
Centro Scaglione s.r.1.s. accreditato (ACCREDIA)
Vedi allegati 3 e 4
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Salatura
Allo scopo di verificare gli effetti del trattamento con CI su eventuali successivi processi di

trasformazione, campioni di S. pilchardus e E. encrasicolus sono stati sottoposti a salatura.

I pesci sono stati posti in salamoia (NaCl 15 % rapporto 1:2 v/w) per 30'; successivamente sono stati
scolati, decapitati, eviscerati e cosparsi con un piccolo quantitativo di sale (increscatura).

In seguito 1 pesci sono stati disposti nelle arbanelle alternando uno strato di sale e uno strato di pesci.
Il processo di maturazione ¢ durato 11 mesi.

Dopo tale periodo ¢ stato valutato I’istamina, il TVBN e il pH come descritto in Tabella 2.
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RISULTATI E DISCUSSIONE

Sardina pilchardus

Le analisi sono state condotte su esemplari di S. pilchardus che presentavano una lunghezza totale
media di 28,64+7,6 cm e un peso totale corporeo umido medio paria 15,25+1,35 g.

Temperatura

La temperatura al core rilevata negli esemplari di sardina (Figura 5) si ¢ mantenuta costante nel corso
del periodo di conservazione, sia in FI che in CI, e non ha mostrato differenze statisticamente
significative tra i diversi intervalli di tempo considerati (Figura 5).
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Figura 5. Temperatura al core degli esemplari di S. pilchardus durante il periodo di
conservazione in Flake Ice (FI) e Creamy Ice® (CI).

Tabella 3. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati della temperatura mostrati in Figura 5

Tl T3 T6 T9 T12
FI A A A A A
CI B B B B B

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione.

Differenze statisticamente significative (p<0,05) dei valori di temperatura al core sono state invece
rilevate tra i pesci conservati in FI e rispetto a quelli conservati in CI lungo tutto il periodo di shelf
life considerato (Figura 5 e Tabella 3), con valori di temperatura significativamente piu bassi in CI.
In particolare, il CI ha consentito di mantenere la temperatura tra—2,1 e —2,7 °C, a differenza di quanto

osservato per gli esemplari conservati in FI, che hanno presentato temperature comprese tra —0,75 °C
(T1)e0,2°C (T9).

Analisi sensoriale

Durante la prova di shelf life, sono stati esaminati i cambiamenti degli attributi sensoriali degli
esemplari di sardina, conservati con FI e CI, con il QIM, un metodo di analisi sensoriale affidabile
per valutare la freschezza del pesce, utilizzando, un sistema di punteggio di demerito da 0 a 28 [46].
La Figura 6 mostra il punteggio medio di demerito assegnato dai giudici agli esemplari conservati in
FI e in CI nei diversi giorni di campionamento.
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Figura 6. Valutazione sensoriale degli esemplari di S. pilchardus durante il periodo
di conservazione in Flake Ice (FI) e Creamy Ice® (CI).

Tabella 4. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati dell analisi sensoriale mostrati in Figura 6

TO T1 T3 T6 T9 T12
FI a b C d/B d/B e/B
CI a b C cd/A de/A e/A

Le lettere diverse minuscole (a, b, c...e) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di conservazione

Nel corso della valutazione della shelf life, agli esemplari analizzati non ¢ mai stato attribuito un
punteggio di demerito superiore a 22, indicato in letteratura come limite di accettabilita del prodotto
[46]. Tuttavia, va sottolineato che i valutatori hanno assegnato ai campioni trattati con CI un
punteggio totale di demerito significativamente inferiore rispetto a quello assegnato ai campioni in
FI, dopo sei giorni di conservazione (p<0,05) (Figura 6 e Tabella 4): questo conferma che i pesci
conservati in CI hanno mantenuto, al termine del periodo di skelf life, caratteristiche sensoriali pit
tipiche del prodotto fresco.

Le variazioni piu significative, per entrambe le tipologie di campioni (FI e CI), gia al primo giorno
di conservazione, hanno riguardato 1’aspetto generale, la consistenza dell’addome, gli occhi, il colore
e I’odore delle branchie. A sei giorni di conservazione, le differenze significative (p<0,05) tra le due
diverse tipologie di conservazione, in termini di punteggio totale di demerito, sono state determinate
principalmente da attributi quali chiarezza e forma della cornea, aspetto generale, che negli esemplari
in CI, hanno mostrato caratteristiche migliori. Allo stesso modo, gli esemplari in CI hanno mostrato
migliori caratteristiche sensoriali dal sesto giorno di conservazione in poi (Tabella 4), con particolare
riguardo all’odore ed al colore delle branchie. Tali osservazioni trovano conferma con quanto
riportato in letteratura per la stessa specie [13].

I risultati dell’analisi sensoriale hanno, in definitiva, consentito di osservare come il trattamento in
CI abbia consentito il mantenimento di migliori caratteristiche di qualita lungo il periodo di
conservazione fino a 12 giorni, a differenza di quanto osservato per il FI.

Tali osservazioni risultano paragonabili a quanto descritto da Campos ef al. [13] che hanno osservato
che esemplari di S. pilchardus, conservati in ghiaccio tradizionale a scaglie, non potessero piu essere
considerati accettabili, gia ad otto giorni di conservazione, a differenza degli esemplari mantenuti in
slurry ice con ozono.

In Figura 7 sono mostrate le foto degli esemplari utilizzati per I’analisi sensoriale.
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Figura 7. Esemplari di S. pilchardus durante il periodo di
conservazione in Flake Ice (FI) e Creamy Ice® (CI).
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Analisi chimico-fisiche correlate alla shelf life

Colore

Il colore dei filetti ¢ legato alla percezione dei consumatori ed ¢ un parametro chiave per il grado di
accettabilita sia per i1 prodotti ittici freschi che trasformati. Tuttavia, le informazioni su come la
refrigerazione influenzi il colore dei filetti sono ancora limitate [64,65].

In Figura 8 sono riportati i risultati dell’analisi strumentale del colore dei filetti di S. pilchardus

Tabella 5. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati del colore mostrati in Figura 8

L*
TO T1 T3 T6 T9 T12
FI d be ab a/A a/A c/A
CI b a a a/B a/B b/B
a*
TO T1 T3 T6 T9 TI12
FI a b b b c a
CI a b b b b a
b*
TO T1 T3 T6 T9 TI12
FI a a a a b c¢/B
CI a a a a a b/A
AE
TO T1 T3 T6 T9 T12
FI a be bc c/B c/B b
CI a c bc bc/A bc/A b

Le lettere diverse minuscole (a, b, ¢) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di conservazione
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Figura 8. Analisi del colore dei filetti di esemplari di S. pilchardus durante il periodo di conservazione in
Flake Ice (FI) e Creamy Ice® (CI). a) Andamento dei valori del parametro L*; b) Andamento dei valori
del parametro a*; c¢) Andamento dei valori del parametro b*; d) Andamento dei valori del parametro AE.
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I valori di Lightness (L*) sono stati significativamente (p<0,05) piu bassi dopo 6 giorni di
conservazione nei campioni conservati in FI rispetto ai campioni mantenuti in CI (Figura 8; Tabella
5). Questo dato puo essere correlato al maggior contenuto di acqua (dati non mostrati) nei campioni
in CI rispetto agli esemplari in FI (dati non mostrati) che contribuisce alla creazione di fenomeni di
rifrazione nel filetto e la percezione di un colore piu chiaro [66]. Allo stesso modo 1’aumento dei
valori di Lightness (L*), nei campioni conservati in CI, pud essere determinato dallo stato di
congelamento dei filetti; come osservato in altre specie ittiche, dove il congelamento dei filetti
determina un incremento di L* [67—69].

Per quanto riguarda il parametro redness (a*) (valori positivi per colore tendente al rosso e negativi
per colori tendenti al verde) i risultati sono mostrati in Figura 8b. Differenze statisticamente
significative (p<0,05) sono state osservate per entrambi i trattamenti con incrementi rispetto al TO
dopo un giorno di conservazione e lungo tutto il periodo di conservazione fino al T9 (p<0,05) (Tabella
5). Un decremento di a* ¢ stato osservato al T12 in entrambi i trattamenti, in cui i valori di a*
differivano in modo statisticamente significativo rispetto agli intervalli di tempo precedenti (p<0,05)
tranne che dal TO (Tabella 5). Questo andamento, in entrambe le tipologie di conservazione in
ghiaccio, potrebbe essere correlato inizialmente all’imbrunimento del muscolo, causato
dall’ossidazione della mioglobina, con conseguente formazione di metamioglobina, mentre,
successivamente, come osservato anche in letteratura, la conservazione prolungata in ghiaccio puo
aver determinato uno scolorimento della carne, attribuito principalmente alla denaturazione della
metamioglobina [70].

I valori di yellowness (b*), (valori positivi per colore tendente al giallo e negativi per colori tendenti
al blu) sono mostrati in Figura 8c. Sono stati osservati valori significativamente piu alti nei campioni
in FI rispetto al CI al T12 (p<0,05) (Figura 8c; Tabella 5) e cid ha evidenziato una maggiore tendenza
all’ingiallimento dei filetti degli esemplari conservati in ghiaccio a scaglie, come osservato
precedentemente da altri autori sulla stessa specie [71]. In letteratura ¢ stato dimostrato, su altre specie
che 'aumento della b* ¢ associato a reazioni di deterioramento e alla formazione prodotti di
ossidazione lipidica [72]. Questa tendenza, unitamente a una maggiore opacita dei campioni in FI,
induce a ritenere che, nella fase finale della conservazione in ghiaccio, il trattamento in CI abbia
determinato una minore perdita di qualita del prodotto, in termini di colore e aspetto dei filetti.

Tessitura

La valutazione della tessitura delle carni esercita un ruolo fondamentale nella determinazione della
qualita dei prodotti ittici [73]. Diversi fattori, come tempo e temperatura di conservazione,
congelamento, refrigerazione, conservazione in ghiaccio, ecc., possono influenzare la consistenza
delle carni dei prodotti ittici [73]. I risultati dell’analisi della tessitura degli esemplari di S. pilchardus,
effettuata con la valutazione dei parametri modulo di Young e Hardness, ¢ mostrata in Figura 9.
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Figura 9. Analisi della tessitura dei filetti di esemplari di S. pilchardus durante il periodo di conservazione

in Flake Ice (FI) e Creamy Ice® (CI). a) Andamento dei valori del Modulo di Young, b) Andamento dei
valori dell’Hardness.

Tabella 6. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati della tessitura mostrati in Figura 9

Modulo di Young

TO Tl T3 T6 T9 TI12
FI B
CI b b b b b a/A

Hardness

TO Tl T3 T6 T9 TI12
FI a b b b b/B b/B
CI bc c c bc b/A a/A

Le lettere diverse minuscole (a, b, ¢) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di conservazione

La valutazione analitica ha consentito di osservare come il modulo di Young (valore che descrive la
deformabilitd) si riduca durante il periodo di shelf life, nei campioni CI (Figura 9). Infatti ¢ stata
osservata una differenza statisticamente significativa (p<0,05) tra i campioni analizzati subito dopo
la pesca (TO) e quelli analizzati dopo 12 giorni di conservazione (T12) (Tabella 6), con valori pit
bassi al T12 rispetto al TO (Figura 9). Tale riduzione indica una minore compattezza del tessuto
muscolare al termine del periodo di shelf life, ed ¢ indicativa di un incremento dei processi degradativi
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strutturali [74]. Questo risultato potrebbe essere conseguente, come discusso successivamente a
proposito della variazione dei valori di WHC e come osservato da altri autori in altre specie ittiche
[66,75], collegato ai fenomeni di congelamento dei tessuti cui sono andate incontro le sardine
conservate in CI, ad una temperatura inferiore al punto di congelamento (Figura 5).

Non sono state osservate differenze significative nel corso della valutazione della shelf life nei
campioni mantenuti in FI (Tabella 6).

Per quanto riguarda i valori di Hardness nei campioni in FI tende ad aumentare lungo il periodo di
shelf life, con differenze statisticamente significative rispetto al T1 (p<0,05) (Tabella 6). E stato
osservato invece un decremento significativo dei valori di Hardness nei campioni in CI con valori
significativamente inferiori al T12 rispetto al TO. Differenze statisticamente significative (p<0,05)
sono state inoltre osservate tra i due diversi trattamenti alla fine del periodo di shelf life in termini sia
di compattezza (Modulo di Young) che di durezza (Hardness) dei filetti, con valori significativamente
piu alti nei campioni conservati in FI (Tabella 6).

pH

I valori di pH dei filetti di esemplari di S. pilchardus sono mostrati in Figura 10. Il pH ¢ incrementato
significativamente (p<0,05) (Figura 10 e Tabella 7) durante il periodo di conservazione in FI, in
accordo con quanto mostrato in letteratura [71].
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Figura 10. Valori di pH dei filetti di esemplari di S. pilchardus durante il periodo di
conservazione in Flake Ice (FI) e Creamy Ice® (CI).

Tabella 7. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati del pH mostrati in Figura 10

TO T1 T3 T6 T9 T12
FI ab a bc/A d/B cd/B d/B
CI ab a a/B b/A a/A a/A

Le lettere diverse minuscole (a, b, ¢, d) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione

A differenza di quanto osservato per il trattamento tradizionale (FI), i campioni conservati in CI non
hanno mostrato un incremento significativo del pH durante il periodo di conservazione (Tabella 7).
I1 pH nei campioni mantenuti in CI ¢ stato significativamente piu basso rispetto ai campioni mantenuti
in FI (p<0,05) (Figura 10) evidenziando un probabile effetto inibente del ghiaccio fluido
sull’accumulo di composti ammoniacali basici e quindi sulla crescita microbica [13].
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Water Holding Capacity (WHC)
Le analisi di laboratorio condotte sugli esemplari di S. pilchardus, per la valutazione della WHC, nel
corso della prova di shelf life, in FI e in CI, sono mostrati in Figura 11.
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Figura 11. Andamento dei valori di Water Holding Capacity (WHC) dei filetti di
esemplari di S. pilchardus durante il periodo di conservazione in Flake Ice (FI) e
Creamy Ice® (CI).

Tabella 8. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati di Water Holding Capacity mostrati in Figura 11

TO Tl T3 T6 T9 T12
FI B B B
CI d d d c/A b/A a/A

Le lettere diverse minuscole (a, b, c, d) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione

I campioni mantenuti in FI hanno mostrato un andamento costante della WHC (Figura 11) con valori
che non hanno presentato differenze statisticamente significative nel corso dei 12 giorni di
conservazione in ghiaccio (Tabella 8). Al contrario, nei campioni mantenuti in CI la WHC ha
mostrato un decremento significativo (p<0,05). Allo stesso modo, differenze significative sono state
osservate tra i due diversi trattamenti a partire dal T6 con valori di WHC dei campioni FI
significativamente (p<0,05) piu elevati (Figura 11 e Tabella 8).

Queste osservazioni inoltre, sono confermate dall’analisi della tessitura che ha mostrato una riduzione
della compattezza e durezza del tessuto negli esemplari mantenuti in CI al termine della shelf life
(Figura 9). A conferma di queste osservazioni, in letteratura viene riportato come la formazione e la
distribuzione irregolare di grandi cristalli di ghiaccio in prodotti ittici sottoposti a congelamento
determini danni nella struttura cellulare e nei tessuti che si traducono ad esempio nella riduzione della
WHC in seguito allo scongelamento, la disidratazione, il rammollimento dei tessuti e denaturazione
delle proteine [66,75].

Contenuto di Sodio

I risultati delle analisi del contenuto di sodio dei filetti degli esemplari di S. pilchardus oggetto di
studio, sono mostrati in Figura 12.
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Figura 12. Contenuto di sodio (g Na+/100g) dei filetti di esemplari di S. pilchardus
durante il periodo di conservazione in Flake Ice (FI) e Creamy Ice® (CI).

Tabella 9. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati del Sodio mostrati in Figura 12

TO Tl T3 T6 T9 T12
FI a/A b/A b/A c/A d’A d’A
CI a/B b/B c/B d/B e/B /B

Le lettere diverse minuscole (a, b, c, d) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life. Le Lettere diverse
maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative (p<0,05) tra i
trattamenti allo stesso giorno di conservazione

Nei campioni mantenuti in CI, il contenuto di sodio ¢ aumentato significativamente (p<0,05) durante
il periodo di conservazione (Tabella 9) con valori paria 0,1+0,00 g Na*/100 g al TO e pari a 0,98+0,06
g Na'/100 g al T12 (Figura 12). Lo stesso andamento € stato osservato nei campioni conservati in FI,
con un incremento del contenuto di sodio significativo (p<0,05) durante il periodo di conservazione,
ma con valori significativamente piu bassi rispetto al CI (p<0,05) rispetto ai valori rilevati nei
campioni mantenuti in CI (Figura 12). Tali osservazioni sono paragonabili con quanto riportato in
letteratura [76—80]. Allo stesso modo, un aumento del contenuto di sodio ¢ stato osservato in
esemplari di Sardinella brasiliensis immersi in acqua di mare refrigerata, utilizzata come sistema di
refrigerazione a bordo, con una evidente correlazione tra il tempo di immersione degli esemplari nel
sistema di refrigerazione, contenente cloruro di sodio, e il contenuto di sodio stesso [78].

Attivita dell’acqua (aw)
I risultati relativi alla valutazione del parametro attivita dell’acqua sono mostrati in (Figura 13).
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Figura 13. Andamento dell attivita dell’acqua (parametro adimensionale) dei filetti
di esemplari di S. pilchardus durante il periodo di conservazione in Flake Ice (FI) e
Creamy Ice® (CI).

Tabella 10. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati dell’aw mostrati in Figura 13

TO T1 T3 T6 T9 T12
FI a a a ab b c¢/B
CI a be b be C c/A

Le lettere diverse minuscole (a, b, ¢) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di conservazione

E stato osservato un incremento significativo (p<0,05) dell’attivita dell’acqua rispetto al TO durante
il periodo di conservazione e al termine della prova di shelf life sia per gli esemplari conservati in FI
che in CI (Figura 13). Inoltre, differenze significative (p<0,05) sono state osservate dopo 12 giorni di
conservazione, tra i campioni mantenuti in FI e i campioni mantenuti in CI (Tabella 10).

Tale parametro, indicativo della disponibilita di acqua di un alimento durante la sua conservazione,
viene ormai considerato il principale responsabile della modulazione della risposta microbica,
influenzando anche la tipologia di microrganismi che possono svilupparsi negli alimenti [81,82].
Pertanto i dati ottenuti, alla luce delle precedenti considerazioni, inducono a ritenere che nella fase
finale della shelf life la conservazione in CI ha avuto un effetto positivo nel controllo di tale parametro
correlato con la crescita batterica e, per tali motivi, utilizzato in molti casi, come strumento per
valutare la qualita e la sicurezza di un alimento [83].

TVBN
I risultati relativi alla valutazione del TVBN sono mostrati in Figura 14.
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Figura 14. Andamento dei valori di TVBN dei filetti di esemplari di S. pilchardus
durante il periodo di conservazione in Flake Ice (FI) e Creamy Ice® (CI).

Tabella 11. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati del TVBN mostrati in Figura 14.

TO T1 T3 T6 T9 T12
FI a/ b/B c¢/B d/B e/B e/B
CI a/ b/A c/A cd/A d/A d/A

Le lettere diverse minuscole (a, b, c...e) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di conservazione

Le analisi condotte hanno consentito di osservare come i valori di TVBN si siano mantenuti al di
sotto del limite di accettabilita di 35 mg N/100 g [62] in entrambe le tipologie di ghiaccio (Figura
14). Differenze statisticamente significative (p<0,05) sono state osservate durante il periodo di
conservazione sia in FI che in CI (Tabella 11), con i primi che hanno mostrato valori di TVBN
significativamente piu alti (p<0,05) rispetto ai valori osservati nei secondi, gia dopo un giorno di
conservazione (Figura 14). Tale osservazione consente di affermare che la tipologia di ghiaccio fluido
possa aver rallentato in modo significativo la formazione di TVBN.

MDA
In Figura 15 ¢ possibile osservare i risultati delle analisi del contenuto di MDA (mg/kg).
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Figura 15. Andamento dei valori di MDA dei filetti di esemplari di S. pilchardus
durante il periodo di conservazione in Flake Ice (FI) e Creamy Ice® (CI).
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Tabella 12. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati dell’MDA mostrati in Figura 15

TO T1 T3 T6 T9 T12
FI a b ¢ (¢ d/B d/B
CI a b [ d cd/A cd/A

Le lettere diverse minuscole (a, b, c, d) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di conservazione

I valori di MDA sono aumentati significativamente (p<0,05) sia nei campioni in FI che in CI, nel
corso della shelf life (Tabella 12 e Figura 15). Inoltre, sono state rilevate differenze statisticamente
significative nel contenuto di MDA, tra i campioni in FI e quelli in CI (p<0,05) dopo nove giorni di
conservazione, con valori piu elevati nei primi rispetto ai secondi (Tabella 12).

L’incremento del contenuto di MDA nei prodotti ittici, nel corso della loro conservazione, indica la
formazione di prodotti di ossidazione lipidica secondaria, mentre la successiva diminuzione pud
indicare un processo di degradazione della malondialdeide (MDA) con la formazione di prodotti di
degradazione terziaria [84].

Nunes ef al. [85] indicano come limite di accettabilita , per il pesce conservato in ghiaccio, valori di
5-8 mg MDA/kg di prodotto. Il valore di MDA dei campioni conservati in FI ha superato il valore di
8 mg MDA/kg gia al terzo giorno di conservazione, cid non ¢ invece accaduto per i campioni
conservati in CI. Tale osservazione induce a ritenere che 1’uso del CI sia stato efficace nel mantenere
piu bassi 1 valori di MDA nella sardina, contribuendo a ritardare la perossidazione lipidica e
determinando quindi una minore concentrazione di MDA.

Analisi microbiologiche

Le analisi microbiologiche sono state condotte dal Laboratorio Idrolab Consult s.a.s, a cui venivano
consegnati, da parte di operatori della Bio&Tec Soc. Coop. arl, durante la valutazione della shelf life
i campioni di pesce opportunamente prelevati e conservati. [ risultati delle valutazioni
microbiologiche, condotte con metodologie accreditate, sono riportati nel rapporto di prova
corrispondente all’allegato 1.

L'evoluzione della crescita microbica nel muscolo di S. pilchardus lungo la shelf life in FI e CI ¢
mostrata in Figura 16.

Dalle analisi microbiologiche si evidenzia una crescita microbica che ha presentato differenze
statisticamente significative lungo il periodo di skelf life, sia negli esemplari conservati in FI che in
quelli in CI (p<0,05) (Figura 16 e Tabella 13).
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Figura 16. Analisi microbiologiche (conta dei microorganismi a 30 °C) espressi in
log CFU/g degli esemplari di S. pilchardus durante il periodo di conservazione in
Flake Ice (FI) e Creamy Ice® (CI). (Allegato 1: Esame microbiologico S. pilchardus:
Conta dei microrganismi a 30 °C).

Tabella 13. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati dell’analisi microbiologiche mostrati in Figura 16

TO T1 T3 T6 T9 T12
FI b b b a b [
CI C b b a C d

Le lettere diverse minuscole (a, b, c, d) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Non sono state osservate differenze significative tra i due trattamenti. Le conte microbiche non hanno
superato 1 4 log CFU/g (Figura 16) fino a 12 giorni di conservazione, mostrando per entrambe le
tipologie di ghiaccio, il mantenimento lungo il periodo di skelf life di una qualita accettabile del pesce.
Difatti, tale valore relativo ai batteri mesofili, ¢ risultato essere inferiore al limite di accettabilita
indicato in letteratura per il pesce fresco [86]. Per quanto riguarda i batteri mesofili, la cui crescita ¢
stata analizzata nel presente lavoro, altri autori, per la stessa specie [13] hanno messo in evidenza un
effetto significativo del ghiaccio fluido, combinato con 0zono, solo dopo 15 giorni di conservazione.
I dati in letteratura confermano, quindi, quanto osservato nel corso della nostra attivita analitica: fino
a 12 giorni di conservazione in regime refrigerato, non ¢ stata evidenziata alcuna differenza
significativa tra i due trattamenti in ghiaccio.

Conclusione

I campioni di S. pilchardus sottoposti a trattamento con CI hanno mantenuto caratteristiche sensoriali
piu tipiche del prodotto fresco rispetto a quelli in FI. In modo analogo, la valutazione strumentale del
colore ha messo in evidenza come al termine del periodo di conservazione in ghiaccio, i filetti
mantenuti in FI presentavano valori di b* (tendenza al giallo) significativamente maggiori rispetto a
quelli in CI, evidenziando come nei primi possano essersi verificati processi di ossidazione lipidica
con conseguente ingiallimento del filetto, che non ¢ stato osservato, invece, nei campioni in CI, come
confermato anche dall’andamento dei valori di MDA. Infatti, il trattamento in CI ha avuto un effetto
positivo nel prevenire la formazione di prodotti di degradazione lipidica secondaria, come mostrato
dal contenuto di MDA, nel periodo finale di conservazione in ghiaccio.

Tuttavia, la valutazione strumentale della luminosita dei filetti ha messo in evidenza che il trattamento
con CI ha determinato differenze significative con i campioni conservati in FI che potrebbero
dipendere dal congelamento degli esemplari conservati con CI [67—-69].

Inoltre, una conseguenza del congelamento del prodotto nel trattamento in CI potrebbero essere i
risultati osservati relativamente all’analisi della tessitura e della WHC. Questi hanno, infatti, messo
in evidenza la riduzione della compattezza (Modulo di Young) e della durezza (Hardness) del filetto
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e una riduzione della WHC, a differenza di quanto visto per i campioni in FI. Infatti, in letteratura
[66,75] viene riportato come la formazione e la distribuzione irregolare di cristalli di ghiaccio in
prodotti ittici sottoposti a congelamento determini danni irreversibili della struttura cellulare e dei
tessuti portando a una riduzione della qualita dei prodotti, rappresentati ad esempio dalla riduzione
della WHC in seguito allo scongelamento, la disidratazione, il rammollimento dei tessuti e
denaturazione delle proteine.

I risultati ottenuti in termini di contenuto di TVBN e valori di pH, lungo il periodo di shelf life
considerato, inducono a ritenere che la refrigerazione e la conservazione delle sardine in CI potrebbe
avere rallentato la formazione di TVBN e determinato, quindi, valori di pH inferiori, rispetto alla
conservazione in FI. E possibile quindi ipotizzare un effetto inibente del trattamento CI sulla
proliferazione microbica e quindi sulla formazione di composti alcalinizzanti. Va comunque
sottolineato come, in entrambi i trattamenti, il contenuto di TVBN e la conta microbica si siano
sempre mantenuti al di sotto dei limiti di accettabilita normativi [62,86].

In conclusione ¢ possibile affermare che il trattamento in ghiaccio innovativo ha mostrato effetti
positivi sul mantenimento della qualita e della freschezza della sardina, prodotto di grande rilevanza
dal punto di vista commerciale. Tuttavia, dovrebbe essere condotta un’ottimizzazione del processo di
produzione a temperature leggermente piu elevate, in considerazione del fatto che il prodotto in CI si
presentava congelato, con conseguenti effetti negativi su alcune caratteristiche di qualita. A cio si
aggiunge che il trattamento in CI ha determinato un aumento del contenuto di sodio nel periodo di
shelf life, dovuto, come anche evidenziato in letteratura [76—80], alla presenza di NaCl, con lo scopo
di abbassare il punto di congelamento.
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Engraulis encrasicolus

Gli esemplari di E. encrasicolus analizzati presentavano un peso corporeo umido medio di
19,39+0,71 g e una lunghezza totale pari a 14,52+0,02 cm.

Temperatura
Nel corso dello studio ¢ stata monitorata la temperatura al core degli esemplari di E. encrasicolus,
durante i giorni di conservazione in FI e in CI e i valori rilevati sono mostrati in Figura 17
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Figura 17. Temperatura al core degli esemplari di E. encrasicholus durante il periodo
di conservazione in Flake Ice (FI) e Creamy Ice® (CI)

Tabella 14. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati della temperatura mostrati in Figura 17

TO T1 T3 T6 T9 T12
FI b/B a/B a/B a/B a/B a/B
CI c/A c/A b/A a/A a/A a/A

Le lettere diverse minuscole (a, b, ¢) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione.

E possibile osservare come gli esemplari posti in CI abbiano mantenuto temperature al core
significativamente piu basse (p<0,05) (Figura 17 e Tabella 14) rispetto agli esemplari posti in FI, in
accordo con quanto osservato in letteratura anche per altre specie ittiche [12].

Analisi sensoriale

Durante la prova di shelf life, sono stati esaminati i cambiamenti degli attributi sensoriali degli
esemplari di acciuga, conservati in FI e CI con il QIM, un metodo di analisi sensoriale affidabile per
valutare la freschezza del pesce, utilizzando, un sistema di punteggio di demerito da 0 a 23 [47].
L’utilizzo di almeno tre descrittori per ciascun attributo valutato ha consentito di osservare che le
variazioni piu significative, che hanno determinato il punteggio di demerito, fino a tre giorni di
conservazione, hanno riguardato I’aspetto generale, gli occhi, il colore e ’odore delle branchie, per
entrambe le tipologie di conservazione. Successivamente sono stati osservati rilevanti cambiamenti
nel tessuto muscolare e nella consistenza dell’addome.

I valutatori hanno assegnato agli esemplari conservati in CI un punteggio di demerito
significativamente maggiore (p<0,05) negli esemplari analizzati dopo un giorno di conservazione
(Figura 18 e Tabella 15).
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Figura 18. Valutazione sensoriale degli esemplari di E. encrasicholus durante il
periodo di conservazione in Flake Ice (FI) e Creamy Ice® (CI)

Tabella 15. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati dell’analisi sensoriale mostrati in Figura 18

TO T1 T3 T6 T9 T12
FI a a/A b/B C d d
CI a b/B c/A d e f

Le lettere diverse minuscole (a, b, c...f) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti nello stesso giorno di consevazione

Al terzo giorno di conservazione ¢ stata invece osservata una inversione di tendenza: gli esemplari
conservati in FI hanno infatti mostrato un decremento delle caratteristiche piu tipiche di freschezza,
totalizzando un punteggio di demerito significativamente superiore (p<0,05) agli esemplari
conservati in CI (Figura 18) (Tabella 15).

I dati ottenuti, in linea con quanto suggerito in letteratura [87] relativamente al QIM, confermano che,
per entrambi 1 tipi di conservazione in ghiaccio, gli esemplari di acciuga hanno mantenuto lo stato di
freschezza fino al terzo giorno di conservazione (con un totale di punti di demerito inferiore a 10)
mantenendosi in buono stato fino a 6 giorni (Figura 18). Dopo 9 giorni di conservazione, sia i
campioni mantenuti in FI che gli esemplari mantenuti in CI hanno superato il limite di accettabilita
suggerito in letteratura (QI>0,51) [47] corrispondente al rapporto tra il totale dei punti di demerito
assegnati (Figura 18) e il punteggio massimo di demerito che puo essere assegnato (23). Tuttavia le
differenze significative osservate tra i due diversi tipi di trattamento (Tabella 15), riguardanti in
particolare i campioni mantenuti in CI, che presentavano caratteristiche sensoriali migliori (Figura
18) dopo tre giorni di conservazione, sono in accordo con quanto osservato per altri prodotti ittici con
la conservazione in ghiaccio fluido [14].

In Figura 19 sono mostrate le foto degli esemplari utilizzati per 1’analisi sensoriale. Come ¢ possibile
osservare, gli esemplari di E. encrasicolus, in particolare a partire dal sesto giorno di conservazione,
si presentavano con abrasioni superiori al 95% del totale degli esemplari analizzati (Figura 18)
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Figura 20. Percentuale (%) delle abrasioni rilevate sugli esemplari di E.

encrasicholus durante il periodo di conservazione in Flake Ice (FI) e Creamy Ice®
(@

Analisi chimico-fisiche correlate alla shelf life

Colore

Per quanto concerne 1’analisi del colore, i cui risultati sono mostrati in Figura 21, differenze
statisticamente significative (p<0,05) sono state osservate in termini di luminosita (L*) tra i due
trattamenti nel periodo iniziale di conservazione (TO e T1) con valori piu bassi nel CI e piu alti nel FI
mentre nessuna differenza statisticamente significativa ¢ stata osservata successivamente (Tabella 16

e Figura 21).

Tabella 16. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati del colore mostrati in Figura 21

L*
TO Tl T3 T6 T9 T12
FI B B
CI A A
a*
TO Tl T3 T6 T9 T12
FI A A
CI b b/B ab a b/B b
AE
TO Tl T3 T6 T9 T12
FI a b b b b b
CI a b b b b b

Le lettere diverse minuscole (a, b) per riga indicano differenze significative (p<0,05)
all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti nello stesso giorno di consevazione
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Figura 21. Analisi del colore dei filetti di esemplari di E. encrasicholus durante il periodo di conservazione in Flake
Ice (FI) e Creamy Ice® (CI). a) Andamento dei valori del parametro L*; b) Andamento dei valori del parametro a*;
¢) Andamento dei valori del parametro b*; d) Andamento dei valori del parametro AE

Non sono state osservate differenze significative in entrambe le tipologie di conservazione durante la
valutazione della shelf life (Tabella 16).

Relativamente al parametro a*, che nei valori positivi indica I’intensita del colore rosso, nei campioni
CI sono stati registrati i valori piu elevati, con differenze statisticamente significative tra i due
trattamenti al T1 e al T9 (p<0,05) (Tabella 16). Questi dati sono in accordo con quanto osservato in
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altre specie ittiche [65] relativamente a valori di a* piu elevati in campioni conservati in ghiaccio
fluido che presentano quindi una maggiore intensita di rosso. Inoltre, durante la shelf life i valori di
a* per i campioni FI non hanno mostrato differenze significative (Figura 21). Nei campioni CI
soltanto a sei giorni di conservazione ¢ stata osservata una riduzione di a* statisticamente significativa
rispetto agli intervalli di tempo precedenti (p<0,05) (Tabella 16).

Infine, nessuna differenza statisticamente significativa dei valori relativi al parametro b* (valori
positivi intensita di giallo e valori negativi intensita di blu) ¢ stata osservata tra i due trattamenti e
lungo il periodo di conservazione, per quanto riguarda entrambi i trattamenti (Tabella 16); Questo
dato consente di ipotizzare che non si sia verificato alcun deterioramento del prodotto in termini di
qualita dovuto al processo di ossidazione lipidica, di cui I’incremento di b* ¢ indicativo [72].

In considerazione dei risultati ottenuti, anche alla luce dell’assenza di differenze del parametro AE,
che indica la variazione totale del colore dei filetti analizzati, ¢ possibile affermare quanto gia
riscontrato in letteratura [65], ovvero che la scelta dei diversi regimi di refrigerazione non produce
differenze significative nel colore dei filetti

Tessitura

I dati analitici relativi alla tessitura degli esemplari di E. encrasicolus, valutata attraverso lo studio di
due parametri, modulo di Young o modulo di deformabilita e Hardness o durezza del tessuto, sono
mostrati in Figura 22.

Tabella 17. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati della tessitura mostrati in Figura 22

Modulo di Young
TO Tl T3 T6 T9 TI12
FI a ab c bc c bc
CI a ab cd bd c cd
Hardness
TO Tl T3 T6 T9 T12
FI a acd b cd b bd
CI a ab bc bc C c

Le lettere diverse minuscole (a, b, c, d) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.
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Figura 22. Analisi della tessitura dei filetti di esemplari di E. encrasicholus durante il
periodo di conservazione in Flake Ice (FI) e Creamy Ice® (CI). a) Andamento dei valori
del Modulo di Young; b) Andamento dei valori dell’Hardness.

I valori relativi al modulo di Young non hanno mostrato differenze statisticamente significative tra i
due trattamenti mostrando quindi che le due diverse metodiche di conservazione in ghiaccio non
hanno influito sulla deformabilita e quindi sulla compattezza del tessuto muscolare. Inoltre i dati
analitici hanno mostrato un andamento simile nei due diversi trattamenti nel corso del periodo di shelf
life (Tabella 17 e Figura 22). Infatti sia nei campioni in CI che quelli in FI i valori del Modulo di
Young sono diminuiti dopo tre giorni di conservazione, differendo in modo statisticamente
significativo dal tempo 0 (p<0,05) (Tabella 17 e Figura 22) e si sono mantenuti costanti in seguito,
non mostrando differenze statisticamente significative in entrambi i trattamenti (Tabella 17 e Figura
22).

Anche per quanto riguarda i valori di Hardness non sono state osservate differenze statisticamente
significative tra campioni mantenuti in FI rispetto a quelli in CI (Tabella 17). Tale parametro in
entrambi 1 trattamenti tende a diminuire lungo il periodo di shelf life con differenze statisticamente
significative dopo il T3 rispetto al TO (p<0,05) (Figura 22 e Tabella 17). Come evidenziato anche
dalla valutazione strumentale della tessitura qui condotta, durante la conservazione in ghiaccio
possono verificarsi dei processi degradativi nel muscolo del pesce che tendono a rendere il tessuto
piu soffice e meno compatto [74]. Tali valutazioni sono da tenere in considerazione poiché la texture
della carne dei prodotti ittici ¢ un importante indicatore di freschezza oltre che un attributo rilevante
per le industrie di trasformazione ittica poiché influisce sulla lavorazione dei filetti [3].
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pH
I valori di pH registrati durante i 12 giorni di conservazione in ghiaccio degli esemplari di acciuga
sono mostrati in Figura 23.
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Figura 23. Valori di pH dei filetti di esemplari di E. encrasicolus durante il periodo
di conservazione in Flake Ice (FI) e Creamy Ice® (ClI).

Tabella 18. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati del pH mostrati in Figura 23

TO T1 T3 T6 T9 T12
FI a a a b/B c¢/B c¢/B
CI a a a b/A c/A b/A

Le lettere diverse minuscole (a, b, ¢) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti nello stesso giorno di consevazione

I dati ottenuti nel corso di questo studio hanno mostrato, a partire dal T6, sia nei campioni mantenuti
in FI che nei campioni mantenuti in CI, un incremento significativo dei valori di pH (p<0,05) (Tabella
18). Nelle acciughe conservate in ghiaccio tradizionale il pH aumenta significativamente con il tempo
di conservazione [86] e I’aumento del pH durante la refrigerazione puo essere correlato all’accumulo
di basi volatili per azione di enzimi endogeni o microbici [88]. Inoltre, il valore del pH ¢ considerato
un parametro importante per valutare il deterioramento del pesce durante la conservazione in ghiaccio
e in letteratura viene riportato che variazioni di pH superiori a 0,2 unitd suggeriscono un
deterioramento del pesce [3]. Nel corso del presente studio, un incremento del valore di pH superiore
a 0,2 unita ¢ stato registrato soltanto per i campioni conservati in FI, in confronto al TO, dopo 9 giorni
di conservazione. Inoltre, il confronto tra le due diverse tipologie di trattamento ha mostrato che a
partire dal T6, il pH dei campioni mantenuti in CI ¢ risultato significativamente piu basso (p<0,05)
dei campioni mantenuti in FI (Tabella 18). Risultati simili sono stati riportati per altre specie ittiche
conservate in slurry ice e valori piu bassi di pH indicano quindi un migliore controllo dell'attivita
endogena e microbica negli esemplari conservati in slurry ice rispetto a quelli conservati in ghiaccio
a scaglie [12,14,89,90].

Water Holding Capacity

I risultati delle analisi volte alla valutazione del parametro WHC sono mostrati in Figura 24 e hanno
mostrato come 1 valori registrati non abbiano presentato differenze significative nel corso della
conservazione in CI e in FI. Allo stesso modo non sono state osservate differenze significative tra i
campioni conservati con le due diverse tipologie di ghiaccio (Figura 24).
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Figura 24. Andamento dei valori di Water Holding Capacity (WHC) dei filetti di
esemplari di E. encrasicolus durante il periodo di conservazione in Flake Ice (FI) e
Creamy Ice® (CI).

La capacita di trattenere I’acqua (WHC) ¢ un parametro di qualitd importante dal punto di vista
commerciale poiché influisce sull’aspetto e la consistenza del pesce e quindi sul grado di accettabilita
da parte del consumatore. Un basso valore di WHC ¢ spesso legato a cambiamenti strutturali post
mortem nel muscolo che includono principalmente la degradazione del reticolo dei miofilamenti, la
denaturazione della miosina e ’aumento dello spazio extracellulare, con effetti negativi sulla tessitura
del pesce [65,91].

L’andamento di tale parametro dipende dalle modalita di conservazione e dalla specie. In generale,
la conservazione dei prodotti ittici a basse temperature consente di ridurre la perdita di acqua, tuttavia,
la formazione di cristalli di ghiaccio durante la conservazione accelera la distruzione della struttura
del tessuto, con conseguente riduzione della WHC [1]. In letteratura vengono riportati dati diversi
relativamente all’effetto del CI sulla WHC: Nel salmone ad esempio ¢ stato osservato che la
conservazione in CI, rispetto al ghiaccio tradizionale, con il trascorrere dei giorni, ha I’effetto di
ridurre la WHC, viceversa nel salmerino alpino ¢ stato osservato un effetto opposto [65]. Quindi,
poiché la capacita di trattenere 1’acqua ¢ strettamente correlata alle proprieta strutturali del tessuto
muscolare, i dati ottenuti nel corso di questo studio suggeriscono che entrambe le tipologie di ghiaccio
non abbiano determinato cambiamenti significativi nella microstruttura del muscolo negli esemplari
di E encrasicolus durante 1 12 giorni di conservazione.

Contenuto di Sodio

Le analisi del contenuto di sodio dei filetti di esemplari di E. encrasicolus hanno consentito di
osservare un aumento statisticamente significativa (p<0,05) durante I’intero periodo di conservazione
nei campioni mantenuti in CI rispetto ai campioni mantenuti in FI (p<0,05) (Figura 25 e Tabella 19)

Tabella 19. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati del Sodio mostrati in Figura 25

TO Tl T3 T6 T9 T12
FI a/A b/A c/A d’A d’A d’A
CI a/A b/B c/B d/B e/B /B

Le lettere diverse minuscole (a, b, c...f) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti nello stesso giorno di consevazione.
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Figura 25. Contenuto di sodio (g Na+/100g) dei filetti di esemplari di E. encrasicolus
durante il periodo di conservazione in Flake Ice (FI) e Creamy Ice® (CI).

Anche in quest’ultimi, in realta, il contenuto di sodio aumenta significativamente (p<0,05) durante il
periodo di conservazione, mantenendo tuttavia valori inferiori (p<0,05) rispetto ai campioni
mantenuti in CI (Figura 25). L’effetto del ghiaccio fluido, contenente NaCl, sull’incremento del
contenuto di sodio, osservato nel corso del presente studio, trova riscontro con quanto osservato in
letteratura [76—80].

Attivita dell’acqua (aw)
I risultati delle analisi relative all’attivita dell’acqua sono mostrati in Figura 26.
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Figura 26. Andamento dell attivita dell’acqua (parametro adimensionale) dei filetti

di esemplari di E. encrasicolus durante il periodo di conservazione in Flake Ice (FI)
e Creamy Ice® (CI).
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Tabella 20. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati dell’aw mostrati in Figura 26.

TO T1 T3 T6 T9 T12
FI b b ab b a/A b/B
CI ab ab a a b/B b/A

Le lettere diverse minuscole (a, b) per riga indicano differenze significative (p<0,05)
all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti nello stesso giorno di consevazione

I valori osservati nel corso della prova di shelf life, per entrambe le tipologie di conservazione, sono
confrontabili con dati riportati in letteratura per la stessa specie oggetto di studio [92,93].
Relativamente ai valori rilevati subito dopo la cattura, I’attivita dell’acqua ha mostrato un decremento
significativo soltanto dopo 9 giorni di conservazione nei campioni conservati in FI (Tabella 20),
mentre i valori rilevati nei campioni conservati in CI si sono mantenuti costanti (Figura 26 e Tabella
20). Inoltre, le due diverse tipologie di conservazione in ghiaccio non sembrano aver influenzato
I’evoluzione del parametro attivita dell’acqua, considerato che I’andamento di tale parametro ha
mostrato differenze significative soltanto dopo 9 giorni di conservazione con un valore
significativamente inferiore (p<0,05) nei campioni FI, e dopo 12 giorni, con un valore
significativamente inferiore (p<0,05) nei campioni CI (Figura 26 e Tabella 20).

Tali osservazioni, risultano rilevanti considerato che la valutazione dell’attivita dell’acqua, indice di
disponibilita di acqua di un alimento durante la sua conservazione, ¢ indicativa della stabilita chimica,
microbiologica ed enzimatica, che consente di predire reazioni di degradazione che potrebbero
verificarsi con il proseguire della conservazione; tale parametro, infatti, ¢ il principale responsabile
della modulazione della risposta microbica, interferendo anche sulla tipologia di microrganismi che
possono svilupparsi negli alimenti [81,82]. E ormai certo infatti come l'attivita dell'acqua, non il
contenuto d’acqua degli alimenti, sia correlata con la crescita batterica e, per tali motivi, viene
utilizzata in molti casi, dalle industrie alimentari, come punto critico di controllo per i programmi di
analisi dei rischi e dei punti critici di controllo (HACCP) rappresentando, quindi, un utile strumento
per valutare la qualita e la sicurezza di un alimento [83].

TVBN

I risultati delle analisi volte alla valutazione delle componenti di degradazione della frazione azotata
hanno mostrato come in entrambe le tipologie di conservazione in ghiaccio, nell’arco del periodo di
conservazione oggetto di studio, i valori di TVBN (Figura 27 e Tabella 21) si siano mantenuti al di
sotto del limite di accettabilita di 35 mg TVBN/100 g [62] (Figura 27).
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Figura 27. Andamento dei valori di TVBN dei filetti di esemplari di E. encrasicolus
durante il periodo di conservazione in Flake Ice (FI) e Creamy Ice® (CI).

Tabella 21. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati del TVBN mostrati in Figura 27

TO T1 T3 T6 T9 T12
FI a/A b/B c¢/B d/B d/B e/B
CI a/A b/A b/A b/A b/A b/A

Le lettere diverse minuscole (a, b, c...e) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti nllo stesso giorno di consevazione

Nei campioni conservati in FI il contenuto di TVBN ha mostrato incrementi significativi (p<0,05) a
partire dal T1, mentre nei campioni conservati in CI il contenuto di TVBN non ha mostrato differenze
significative fino al termine della prova (Figura 27 e Tabella 21).

Inoltre il confronto tra le due tipologie di trattamento ha rivelato che nei campioni conservati in FI i
valori di TVBN sono risultati significativamente piu alti (p<0,05) rispetto ai valori osservati nei
campioni in CI gia dopo 1 giorno di conservazione (Tabella 21), evidenziando come la tipologia di
ghiaccio innovativo abbia rallentato in modo significativo la formazione di TVBN con valori
significativamente piu bassi nei campioni in CI. Tali informazioni risultano rilevanti considerato che
il TVBN ¢ ritenuto un parametro importante per la valutazione della qualita dei prodotti ittici,
strettamente correlato all'attivita microbica, e il controllo di tale parametro ¢ importante per garantire
la sicurezza e prolungare la durata di conservazione dei prodotti della pesca [1]. Un contenuto
significativamente piu elevato di TVBN nei campioni conservati in FI rispetto alla conservazione in
CI ¢ stato riportato in letteratura anche per altre specie ittiche delle quali ¢ stata studiata la shelf life
in modo comparativo con le due tipologie di ghiaccio (FI e CI) [12,31,89].

MDA

Le analisi volte alla valutazione del contenuto di malondialdeide (MDA) parametro correlato alla
degradazione della componente lipidica, hanno mostrato un andamento differente negli esemplari
conservati nelle due diverse tipologie di ghiaccio. In particolare, nei campioni in FI ¢ stato osservato
un aumento del contenuto di MDA fino a sei giorni di conservazione, con valori di MDA che
differivano in modo statisticamente significativo rispetto al T1 (p<0,05) Dopo sei giorni di
conservazione ¢ stata osservata una progressiva diminuzione significativa (p<0,05) (Figura 28 e
Tabella 22).
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Figura 28. Andamento dei valori di MDA dei filetti di esemplari di E. encrasicolus
durante il periodo di conservazione in Flake Ice (FI) e Creamy Ice® (CI).

Tabella 22. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati dell’ MDA mostrati in Figura 28.

TO T1 T3 T6 T9 T12
FI a a bd/A c/A be/A d
CI a a b/B be/B c¢/B be

Le lettere diverse minuscole (a, b, ¢, d) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti nello stesso giorno di consevazione

I campioni mantenuti in CI hanno presentato un progressivo aumento dei valori di MDA lungo il
periodo di conservazione con differenze statisticamente significative (p<0,05) (Figura 28 e Tabella
22), mentre ¢ stata osservata una diminuzione del contenuto di MDA soltanto al termine del periodo
di conservazione (T12) (Figura 28 e Tabella 22).

L’incremento del contenuto di MDA indica la formazione di prodotti di ossidazione lipidica
secondaria, mentre la diminuzione puo indicare un processo di degradazione della malondialdeide
con formazione di prodotti di degradazione terziaria [84]. Differenze statisticamente significative
(p<0,05) sono state osservate tra i campioni conservati in ghiaccio tradizionale e quelli in ghiaccio
innovativo, con valori inferiori in quest’ultimi, a partire dal terzo giorno di conservazione, tranne che
al termine della valutazione della shelf life (T12) (Tabella 22). Nunes et al. [85] indicano come limite
di accettabilita del valore di MDA per il pesce conservato in ghiaccio valori di 5-8 mg MDA/kg di
prodotto. I valori di MDA osservati negli esemplari mantenuti in FI hanno superato il limite di 8 mg
MDA/kg il terzo giorno di conservazione (Figura 28), a differenza di quanto osservato nei campioni
in CI, in cui tale valore non ¢ stato superato lungo tutto il periodo di conservazione (Figura 28). Dai
risultati ottenuti dall’analisi del contenuto di MDA, si potrebbe affermare che 1'uso del CI sia stato
efficace nel mantenere piu bassi i valori di MDA nell’acciuga, contribuendo a ritardare la
perossidazione lipidica e determinando quindi una piu bassa concentrazione di MDA.

Analisi microbiologiche

Le analisi microbiologiche sono state condotte dal Laboratorio Idrolab Consult s.a.s, a cui venivano
consegnati, da parte di operatori della Bio&Tec Soc. Coop. arl, durante la valutazione della shelf life
i campioni di pesce opportunamente prelevati e conservati. [ risultati delle valutazioni
microbiologiche, condotte con metodologie accreditate, sono riportati nel rapporto di prova
corrispondente all’allegato 2.
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I risultati delle analisi microbiologiche mettono in evidenza come, in entrambi i trattamenti di
refrigerazione, a partire dal sesto giorno di conservazione, si sia osservato un costante e significativo
incremento della conta microbica (Figura 29 e Tabella 23).
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Figura 29. Analisi microbiologiche (conta dei microorganismi a 30 °C) espressi in
log CFU/g degli esemplari di E. encrasicolus durante il periodo di conservazione in
Flake Ice (FI) e Creamy lIce® (CI). (Allegato 2: Esame microbiologico E.
encrasicolus: Conta dei microrganismi a 30 °C)

Tabella 23. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati dell’analisi microbiologica mostrati in Figura 29

TO T1 T3 T6 T9 T12
FI b b a be [ d
CI a a a b b C

Le lettere diverse minuscole (a, b, ¢, d) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

I risultati ottenuti sono confrontabili con quanto riportato in letteratura sulla stessa specie conservata
in slurry ice [30]. Per I’intero periodo di shelf life, nessuno dei campioni analizzati, ha presentato
valori superiori al limite normativo della conta dei microorganismi a 30 °C, indicato in 10° cfu/g (6
log cfu/g) nel Regolamento CE 2073/2005 e ss.mm (Figura 29) [94].

In letteratura viene suggerito come limite di accettabilita, relativamente alla conta dei batteri mesofili,
nei prodotti della pesca, il valore di 107 cfu/g (7 log cfu/g), mentre valori nell'intervallo di 2-4 log
CFU/g vengono suggeriti come tipici dei prodotti ittici freschi, e una carica microbica iniziale piu
elevata riduce la durata di conservazione del pesce [1]. Infine, non si sono osservate differenze
significative tra i campioni conservati nelle due diverse tipologie di ghiaccio (Tabella 23).

Conclusione

Nel corso dei 12 giorni di valutazione della shelf life dei campioni di E. encrasicolus, conservati in
ghiaccio a scaglie e Creamy Ice® I’analisi sensoriale degli esemplari di E. encrasicolus, ha
evidenziato che, per entrambe le tipologie di conservazioni in ghiaccio, dopo 9 giorni di
conservazione sono stati superati i limiti di accettabilita suggeriti in letteratura [47], sebbene gli
esemplari conservati in CI abbiano presentato, a tre giorni dalla cattura, caratteristiche sensoriali
significativamente migliori, in confronto agli esemplari conservati in FI.

La valutazione delle caratteristiche di qualita del prodotto, in termini di analisi strumentale del colore,
e tessitura del filetto ha consentito di osservare che le due diverse metodiche di conservazione in
ghiaccio non hanno influito su tali parametri che, tuttavia, influiscono notevolmente sulle scelte dei
consumatori.
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Relativamente ai parametri biochimici correlati alla shelf life, nel presente studio ¢ stato osservato
che i campioni mantenuti in CI presentavano un contenuto di TVBN significativamente piu basso nel
periodo di shelf life rispetto ai campioni mantenuti in FI. Tali risultati, come anche evidenziato dai
valori di pH, indicano presumibilmente un effetto inibente del trattamento CI nel processo di sintesi
dei composti azotati di base, derivanti dalla degradazione delle molecole proteiche e non proteiche,
che influenzano le caratteristiche sensoriali e di sicurezza dei prodotti della pesca [1]. Va comunque
sottolineato che sebbene il TVBN sia strettamente correlato all'attivita microbica, le analisi
microbiologiche hanno evidenziato come, per entrambe le tipologie di conservazioni in ghiaccio non
siano stati superati i limiti normativi [94] e la conservazione in CI non abbia mostrato effetti positivi
per I’inibizione dello sviluppo microbico. Allo stesso modo, il trattamento in CI ha avuto un effetto
positivo nel prevenire la formazione di prodotti di degradazione lipidica secondaria, come mostrato
dal contenuto di MDA.

In conclusione, ¢ possibile affermare che il trattamento in CI degli esemplari di E. encrasicolus, ha
mostrato alcuni effetti positivi sul mantenimento della qualita e della freschezza. La conservazione
in CI di tale specie, di grande rilevanza dal punto di vista commerciale, puo essere considerata quindi
una tecnica potenzialmente promettente; tuttavia puo essere valutata una ottimizzazione del processo,
in considerazione del fatto gli esemplari trattati con CI si presentavano congelati al momento del
prelievo ed hanno mostrato un aumento del contenuto di sodio nel periodo di shelf life, dovuto, come
anche evidenziato in letteratura [76—80], alla natura stessa del ghiaccio utilizzato, contenente cloruro
di sodio.

Consorzio Universitario della Provincia di Trapani 47
Istituto di Biologia Marina



SUPERICE: SUPPORTO E PROMOZIONE DELLA RICERCA E DELL’INNOVAZIONE NELLA CONSERVAZIONE E
COMMERCIALIZZAZIONE DEI PRODOTTI DELLA PESCA IN SICILIA
Valutazione degli effetti dell’utilizzo di “Creamy Ice®” sulla qualita e la conservabilita dei prodotti della pesca e dell’acquacoltura

Salatura di S. pilchardus e di E. encrasicolus

Esemplari di S. pilchardus e di E. encrasicolus, mantenuti in FI e CI, sono stati sottoposti a salatura,
sebbene tale procedura non fosse prevista nella pianificazione iniziale delle attivita del progetto. Tale
trattamento ¢ stato realizzato tenuto conto sia della grande importanza assunta dall’industria di
trasformazione dei prodotti ittici in Sicilia, in particolare per la produzione di acciughe e sarde salate
[95] sia di quanto riscontrato in letteratura sul possibile effetto migliorativo di un pretrattamento con
slurry ice sulla qualita della specie E. encrasicolus sottoposta a salatura [96], con effetti positivi sulla
qualita e la resa del prodotto finale trasformato [96].

La salatura ¢ un'antica tecnologia applicata per conservare i pesci. Una volta a contatto con i tessuti
dei pesci, il NaCl induce diversi cambiamenti fisico-chimici. Inoltre, in questa condizione, si verifica
la selezione di una comunita microbica e le loro attivita enzimatiche influenzano la componente
lipidica e proteica dei tessuti del pesce durante il processo di maturazione. Questo processo determina
cambiamenti di colore, succosita, consistenza, odore e sapore [97].

I risultati ottenuti indicano che la conservazione di sarde e acciughe con in FI e con CI influenza il
processo di salatura e la qualita dei prodotti.

Come ¢ possibile osservare in Figura 30, i liquidi corporei (essenzialmente sangue) rilasciati durante
il processo di salatura dagli esemplari di S. pilchardus mantenuti in FI per 6 giorni e sottoposti a
salatura (T6_FI), assumono una colorazione brunastra, riconducibile ad un ossidazione piu rapida,
rispetto a quelli rilasciati dagli esemplari di S. pilchardus, mantenuti in CI e sottoposti a salatura
(T6_CI), che conservano piu a lungo una colorazione piu rossa (Figura 30).

T6_FI T6 CI

Figura 30. Arbanelle contenenti esemplari di S. pilchardus subito dopo la proceduréz
di salatura. T6_FI esemplari mantenuti in Flake Ice per 6 giorni e T6_CI esemplari
mantenuti in Creamy Ice® per 6 giorni.

Quanto riscontrato sugli esemplari di S. pilchardus ¢ osservabile anche negli esemplari di E.
encrasicolus (Figura 31 e Figura 32). Inoltre nella Figura 31b e Figura 32b, che mostrano le arbanelle
contenenti esemplari di E. encrasicolus, dopo un giorno dalla procedura di salatura, si evidenzia come
1 pesci mantenuti in CI rilascino un maggiore contenuto d’acqua, che potrebbe essere causata dal
congelamento degli esemplari conservati in CI.
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Figura 31. Arbanelle contenenti esemplari di E. encrasicolus subito dopo la
procedura di salatura (a) e dopo un giorno dalla procedura di salatura (b). T1 _FI
esemplari mantenuti in Flake Ice per 1 giorno e T1 _CI esemplari mantenuti in Creamy
Ice® per 1 giorno.
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T6_FI _ T6 CI
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Figura 32. Arbanelle contenenti esemplari di E. encrasicolus subito dopo la
procedura di salatura (a) e dopo un giorno dalla procedura di salatura (b). T6_FI
esemplari mantenuti in Flake Ice per 6 giorni e T6_CI esemplari mantenuti in Creamy
Ice® per 6 giorni.

Al termine del processo di maturazione, dopo 11 mesi, sono state osservate alcune differenze anche
nei filetti salati (Figura 33 e Figura 34). Infatti si pud osservare sia per i filetti di S. pilchardus (Figura
33) che per i filetti di E. encrasicolus (Figura 34) la presenza di una striatura pit scura nei campioni
conservati in CI, questo dovuto al congelamento che hanno subito i campioni prima del trattamento
(Comunicazione personale N. Carlino).

FI

CI

Figura 33. Filetti ottenuti da esemplari di S. pilchardus
sottoposti a salatura dopo 11 mesi di maturazione. FI
esemplari mantenuti in Flake Ice per e CI esemplari mantenuti
in Creamy Ice® per 6 giorni.
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Fi igura 34 Filetti ottenuti da esemplarz di E. encrasicolus sottoposti a salatura dopo

11 mesi di maturazione. FI esemplari mantenuti in Flake Ice e CI esemplari mantenuti
in Creamy Ice®.

Sugli esemplari sottoposti a salatura ¢ stato valutato il contenuto di TVBN (Figura 35 e Figura 36) e
istamina (Allegato 3: Analisi del contenuto di Istamina su S. pilchardus e E. encrasicolus salata).

arl mcl
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Figura 35. Contenuto di TVBN determinato sugli esemplari di S. pilchardus sottoposti
a salatura dopo 11 mesi di maturazione. T6: esemplari mantenuti in Flake Ice (FI) e
in Creamy Ice® (CI) per 6 giorni.
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Figura 36. Contenuto di TVBN determinato sugli esemplari di E. encrasicolus
sottoposti a salatura dopo 11 mesi di maturazione. T1: esemplari mantenuti in Flake
Ice (FI) e in Creamy Ice® (CI) per 1 giorno; T6: esemplari mantenuti in Flake Ice
(FI) e in Creamy Ice® (CI) per 6 giorni.

I risultati del TVBN (Figura 35 e Figura 36) non hanno mostrato differenze significative tra i due tipi
di trattamento e i risultati sono confrontabili con quanto presente in letteratura [98—100]. In entrambe
le specie analizzate, il contenuto di TVBN, ha presentato valori ben al di sotto dei valori soglia indicati
in letteratura come ammissibili per il consumo umano in 100 mg/100 g [101] e in 200 mg/100 g [100].
Al termine del periodo di maturazione, esemplari di S. pilchardus e E. encrasicolus, sono stati
utilizzati per la determinazione dei contenuti di istamina con la metodica cromatografica: Metodo
interno MP-1 rev. 6: 2019, dal laboratorio accreditato Centro Scaglione s.r.l.s. (ACCREDIA). 1
risultati sono riportati nell’allegato 3. Tutti campioni di S. pilchardus mostravano valori compresi <3
e 6 mg/kg, mentre una maggiore variabilita ¢ stata riscontrata nei campioni di E. encrasicolus, ma in
entrambe le specie non ¢ stato superato il valore limite di 200 mg/kg (Allegato 3: Analisi del
contenuto di Istamina su S. pilchardus e E. encrasicolus salata).
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Sparus aurata

Le analisi sono state condotte su esemplari di S. aurata, pescati presso un impianto di allevamento in
gabbie galleggianti (Figura 37 e Figura 38). Gli esemplari utilizzati presentavano un peso corporeo
umido totale pari a 690+1,85 g e una lunghezza media totale pari a 34,12+0,34 cm.

Figura 37. Fasi dellapesca di orate peso l’iianto di allevamento in gabbie
galleggianti.

Figura 38. Orate pescate presso ['impianto di allevamento in gabbie galleggianti.
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Temperatura

Durante la shelf life ¢ stata monitorata la temperatura al core sugli esemplari di S. aurata conservati
con diversa tipologia di ghiaccio (Figura 39).
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Figura 39. Temperatura al core degli esemplari di S. aurata durante il periodo di
conservazione in Flake Ice (FI), Creamy Ice® (CI) e baiatura in Creamy Ice® e
conservazione in Flake Ice (CI+FI).

Tabella 24. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati della temperatura mostrati in Figura 39

Tl T3 T6 T9 TI12 T15

FI a/B be/C a/B d/B cd/C b/B
CI bc/A a/A a/A b/A c/A d/A
CF+FI ab/C a/B b/C b/B a/B ab/B

Lettere diverse minuscole (a, b, ¢, d per riga indicano differenze significative (p<0,05)
all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Lettere diverse maiuscole (A, B, C) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione

E stato osservato che gli esemplari posti in CI hanno mantenuto temperature al core
significativamente piu basse (p<0,05) rispetto agli esemplari conservati in FI e gli esemplari in CF+FI
durante tutta la shelf life. Tale differenza significativa (p<0,05) di temperatura trova giustificazione
nelle caratteristiche del CI che, rispetto al FI, raggiunge temperature piu basse e consente un rapido
raffreddamento a causa di uno scambio di calore piu rapido [21,25,102]. Infine, tra gli esemplari FI e
CF+FI non sono state osservate differenze significative.

Analisi sensoriale

Durante la prova di shelf life, sono stati esaminati i cambiamenti degli attributi sensoriali degli
esemplari di S. aurata , conservati con FI, CI e CI+FI con il QIM , assegnando un punteggio di
demerito da 0 a 15 [48].

I risultati dell’analisi sensoriale, condotta sugli esemplari di S. aurata F1, CI e CF+FI, sono mostrati
in Figura 40.
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Tabella 25. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati della analisi sensoriale mostrati in Figura 39

Tl T3 T6 T9 TI12 T15

FI a b/A c/A d/A e/A fiIC
CI a b/B ¢/C d/B e/B /A
CF+FI a b/B ¢/B d/A ¢/B /B

Lettere diverse minuscole (a, b, c...f) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Lettere diverse maiuscole (A, B, C) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione.

—4—F] —a=_] CF+F1

ikl il demieritio

Tl 3 Té T9 T2 T13
Glarnl di conservarione

Figura 40. Valutazione sensoriale degli esemplari di S. aurata durante il periodo di
conservazione in Flake Ice (FI), Creamy Ice® (CI) e baiatura in Creamy Ice® e
conservazione in Flake Ice (CI+FI).

La valutazione sensoriale dei principali parametri indicativi del deterioramento della specie in esame
(aspetto della pelle, elasticita della carne, odore, trasparenza e forma degli occhi, colore e odore delle
branchie [48]) ha indicato una variazione delle caratteristiche sensoriali degli esemplari di S. aurata
durante la conservazione a freddo (Figura 40).

Nelle tre diverse tipologie di trattamento, ¢ stato rilevato un incremento significativo (p<0,05), nel
corso del tempo, del punteggio totale di demerito e quindi una progressiva perdita delle caratteristiche
sensoriali tipiche del prodotto fresco, riscontrate al T1, negli esemplari di S. aurata (totale punti di
demerito 0) (Figura 40 e Tabella 25). Inoltre la valutazione sensoriale ha consentito di rilevare come
gli esemplari conservati in CI, nel corso dei 15 giorni di valutazione della shelf life, al momento del
prelievo, si presentassero congelati.

Gli esemplari conservati in FI hanno mostrato le migliori caratteristiche sensoriali rispetto agli
esemplari CI e CF+FI (p<0,05) fino a 12 giorni di conservazione. In letteratura viene riportato che
orate uccise per immersione in s/urry ice presentavano caratteristiche sensoriali peggiori in confronto
agli esemplari in ghiaccio a scaglie, principalmente a causa dei maggiori punti di demerito assegnati
alla chiarezza della cornea e al colore della pupilla, dovuti al congelamento parziale degli esemplari
esaminati [24].

I dati da noi ottenuti, in termini di punti di demerito dei campioni FI, sono confrontabili con i dati in
letteratura relativi a campioni di orata conservati in ghiaccio [48]. Dopo 15 giorni di conservazione,
¢ stata osservata un’inversione di tendenza: i campioni CI hanno infatti presentato un punteggio di
demerito significativamente piu basso (p<0,05) rispetto a FI e CF+FI (Figura 40 e Tabella 25). Queste
osservazioni sono comunque paragonabili con 1 dati riportati da altri autori per la stessa specie che
suggeriscono, per questa specie, 15 giorni come tempo massimo di conservazione in ghiaccio, oltre
il quale le caratteristiche sensoriali non risultano piu accettabili [48].

Infine, sembra che i diversi trattamenti non abbiano influito sulla durata della shelf life, a conferma
di quanto riportato da altri autori, che hanno messo in evidenza che il trattamento in Slurry ice di
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esemplari di orata, dal punto di vista sensoriale, non determina un’estensione della durata di
conservazione in ghiaccio, che viene indicata in 13 giorni [103].
In Figura 41 sono mostrate le foto degli esemplari utilizzati per 1’analisi sensoriale.
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Analisi fisico-chimiche correlate alla shelf life

Colore
I risultati dell’analisi strumentale del colore, espressa in termini di coordinate L*, a*, b* e AE, rilevate
sui filetti degli esemplari di S. aurata sono mostrati in Figura 42.

Tabella 26. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati del colore mostrati in Figura 42

L*
Tl T3 T6 T9 TI12 T15
FI b/B d a/A cd/B c/A d/’A
CI a/B be b/B be/C b/B c/C
CF+FI ab/A c a/A bc/A d/A d/B
b*
Tl T3 T6 T9 TI12 T15
FI a C b b a a
CI a b b b
CF+F1 a bc b b c b
AE
Tl T3 T6 T9 TI12 T15
FI a c b b b/A b/A
CI a b b b b/B b/B
CF+FI a b b b c/B bc/B

Lettere diverse minuscole (a, b, c, d) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Lettere diverse maiuscole (A, B, C) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione
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Figura 42. Analisi del colore dei filetti di esemplari di S. aurata durante il periodo di conservazione in Flake Ice (FI),
Creamy Ice® (CI) e baiatura in Creamy Ice® e conservazione in Flake Ice (CI+FI). a) Andamento dei valori del
parametro L*; b) Andamento dei valori del parametro a*; c) Andamento dei valori del parametro b*; d) Andamento
dei valori del parametro AE.
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In relazione al parametro L* (Figura 42a), in tutti e tre i trattamenti (FI, CI, CF+FI), ¢ evidente un
aumento significativo (p<0,05) della luminosita (L*) durante la shelf life. In letteratura un incremento
della luminosita dei filetti di orata, conservati in ghiaccio, viene correlato a un incremento del
contenuto di acqua e quindi a una variazione degli indici di rifrazione del tessuto, che comporta la
percezione di un colore piu chiaro [104,105]. Risultati simili con un incremento dei valori di L*
durante la conservazione di S. aurata, in regime di refrigerazione, sono stati osservati anche da altri
autori [106]. Sono state osservate differenze significative tra i tre diversi trattamenti nel corso dei 15
giorni oggetto di studio e 1 filetti degli esemplari di S. aurata mantenuti in CI hanno mostrato valori
di L* piu elevati (p<0,05) rispetto agli altri trattamenti dal T6 (Figura 42a Tabella 26). Questa
osservazione puo essere motivata dall’effetto del congelamento degli esemplari conservati in CI,
come osservato anche in altre specie conservate in ghiaccio, nelle quali il tasso di congelamento dello
strato superficiale del filetto ha un impatto significativo sul valore della luminosita, che risulta tanto
piu alto quanto piu piccoli sono i cristalli di ghiaccio presenti sulla superficie del filetto stesso [3,69].
Per quanto riguarda il parametro a* (Figura 42b), che assume valori positivi per i colori tendenti al
rosso e valori negativi per quelli tendenti al verde [107], i valori si sono mantenuti prossimi allo 0
(Figura 42b) non sono state rilevate differenze significative durante la shelf life e tra i diversi
trattamenti. I dati ottenuti sono confrontabili con quelli relativi ad orate conservate in ghiaccio a
scaglie [108].

Le variazioni del parametro b* sono mostrate in Figura 42c. Il parametro b* assume valori positivi
per i colori tendenti al giallo e valori negativi per quelli tendenti al blu [107]. In tutti e tre i trattamenti
¢ stato osservato un incremento significativo (p<0,05) del parametro b* dal T1 al T3, mentre i valori
si sono successivamente mantenuti costanti o sono diminuiti durante la shelf life (Figura 42¢)in modo
paragonabile a quanto osservato in letteratura sulla stessa specie conservata in ghiaccio [109]. La
valutazione statistica dei dati relativi alle tre diverse tipologie di trattamento non ha consentito,
invece, dirilevare differenze significative (Tabella 26).

Il parametro AE (Figura 42d), che indica la misura della variazione di colore totale [107] ha mostrato
differenze significative al termine (T12 e T15) della valutazione della shelf life, con le maggiori
variazioni di colore dei campioni conservati in CI e CF+FI (Figura 42d Tabella 26).

I risultati dell’analisi colorimetrica degli esemplari di S. aurata consentono di fare delle valutazioni
sull’influenza delle tre diverse tipologie di trattamento sul colore, che ¢ un indicatore di qualita degli
alimenti ed € uno dei principali attributi valutato dai consumatori per la freschezza dei prodotti ittici.
[108,110]. In particolare ¢ possibile affermare che il congelamento dello strato superficiale del filetto
degli esemplari conservati in CI, come osservato anche in altre specie conservate in ghiaccio, ha avuto
un impatto significativo sul valore della luminosita.

Tessitura
La Figura 43 mostra i risultati analitici dei parametri di tessitura (Modulo di Young e Hardness)
rilevati sul filetto degli esemplari di S. aurata durante i 15 giorni di studio della shelf life.
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Figura 43. Analisi della tessitura dei filetti di esemplari di S. aurata durante il periodo
di conservazione in Flake Ice (FI), Creamy Ice® (CI) e baiatura in Creamy Ice® e
conservazione in Flake Ice (CI+FI). a) Andamento dei valori del Modulo di Young,
b) Andamento dei valori dell’Hardness.

Il Modulo di Young (Figura 43a), definito anche modulo di deformabilitd, ha presentato un
decremento significativo (p<0,05), durante la shelf life in tutti e tre i trattamenti (Figura 43 e Tabella

27).

Come mostrato in Figura 43b, i valori piu elevati relativi al parametro Hardness sono stati osservati
durante i1 primi giorni di conservazione. Con il proseguire del tempo di conservazione la durezza
(Hardness Figura 43b) ¢ invece diminuita significativamente (p<0,05), in accordo con quanto
indicato in letteratura in esemplari di S aurata conservati in ghiaccio, per i quali valori di Hardness

Tabella 27. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati della tessitura mostrati in Figura 43

Modulo di Young
Tl T3 T6 T9 TI12 T15
FI ab b a ab a a
CI b b ab ab ab a
CF+F1 be abc a ab abc
Hardness
Tl T3 T6 T9 TI12 T15
FI a a a a a a
CI b b b ab a
CF+FI ab b a ab a a

Lettere diverse minuscole (a, b, ¢) per riga indicano differenze significative (p<0,05)
all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.
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inferiori a 4,5 N sono stati correlati a caratteristiche sensoriali non piu accettabili [103,111]. Non sono
state invece osservate differenze significative tra i diversi tipi di conservazione in ghiaccio; cio induce
a ritenere che i cambiamenti strutturali e funzionali, che si verificano nel muscolo dei pesci, durante
la loro conservazione in ghiaccio, che hanno effetti sulla consistenza della carne e ripercussioni sulla
qualita [112], si siano verificati indipendentemente dalla tipologia di ghiaccio utilizzata per la
conservazione.

pH

I valori di pH rilevati nella parte edibile dei campioni analizzati durante la prova di conservazione in
ghiaccio sono mostrati in Figura 44. In tutti i tre trattamenti, oggetto di studio, sono state osservate
differenze significative (p>0,05) (Tabella 28) nei valori di pH, nel corso dei 15 giorni di
conservazione in ghiaccio.
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Figura 44. Valori di pH dei filetti di esemplari di S. aurata durante il periodo di
conservazione in Flake Ice (FI), Creamy Ice® (CI) e baiatura in Creamy Ice® e
conservazione in Flake Ice (CI+FI).

Tabella 28. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati del pH mostrati in Figura 44

T1 T3 T6 T9 T12 T15
FI a ab ab bc C C
CI a a b b b C
CF+FI a b bc c ¢ ¢

Le lettere diverse minuscole (a, b, ¢) per riga indicano differenze significative (p<0,05)
all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

In particolare, ¢ stato osservato un incremento significativo dei valori di pH, a partire dal sesto giorno
di conservazione negli esemplari CI e CF+FI e dal nono giorno di conservazione negli esemplari FI
(Tabella 28). Tali incrementi sono correlabili alla produzione di composti basici e potrebbero essere
riconducibili alla proliferazione microbica, come osservato anche in altre specie [113]. Infine, la
valutazione statistica (p<0,05) dei dati analitici consente di affermare che i diversi trattamenti non
abbiano influito su tale parametro di qualita (Tabella 28).

Water Holding Capacity

La capacita di trattenere I'acqua (WHC) insieme all’Hardness sono importanti parametri di qualita
[114]. In particolare elevati valori tissutali di WHC nei prodotti ittici, sono considerati un requisito
di qualita nell’industria di trasformazione, in quanto puo influenzare direttamente la redditivita dei
produttori e la percezione dei consumatori sull'aspetto e la consistenza [115].
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Lo studio dell’andamento del parametro WHC del muscolo degli esemplari di S aurata, ha consentito
di osservare una tendenza dei campioni conservati in CI, ad una minore capacita di ritenzione
dell’acqua tissutale, con valori di WHC significativamente piu bassi al T1, T3 e T9 (Figura 45 e
Tabella 29). Tuttavia nei tempi finali di shelf life (T12 e T15) non sono state osservate differenze
significative e tale andamento induce a ritenere che il parametro WHC non sia stato influenzato dal
tipo di ghiaccio utilizzato (Figura 45 e Tabella 29).
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Figura 45. Andamento dei valori di Water Holding Capacity (WHC) dei filetti di

esemplari di S. aurata durante il periodo di conservazione in Flake Ice (FI), Creamy
Ice® (CI) e baiatura in Creamy Ice® e conservazione in Flake Ice (CI+FI).

Tabella 29. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati della WHC mostrati in Figura 45

T1 T3 T6 T9 T12 T15
FI ¢/B b/B a b/B a b
CI bc/A a/A b b/A d c
CF+FI b/A b/B a b/B b c

Lettere diverse minuscole (a, b, c, d) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione

Contenuto di Sodio
Il contenuto di Sodio determinato sui filetti di S. aurata ¢ mostrato in Figura 46.
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Figura 46. Contenuto di sodio (g Na+/100g) dei filetti di esemplari di S. aurata
durante il periodo di conservazione in Flake Ice (FI), Creamy Ice® (CI) e Baiatura
in Creamy Ice® e conservazione in Flake Ice (CI+FI).

Tabella 30. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati del Sodio mostrati in Figura 46

Tl T3 T6 T9 T12 T15

FI a/A a/A b/A b/A b/A b/A
CI a/C b/C be/C c/C cd/C d/C
CF+FI a/B b/B b/B ¢/B cd/B d/B

Le lettere diverse minuscole (a, b, c, d) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B, C) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione

E possibile osservare come i campioni conservati in CI abbiano mostrato un pili elevato contenuto di
Sodio, che aumenta, inoltre, significativamente (p<0,05) durante la shelf life. Questi dati sembrano
trovare una giustificazione nel mezzo di conservazione utilizzato, una miscela omogenea di piccole
particelle di ghiaccio e di liquido di trasporto costituito da acqua di mare, la cui funzione ¢ quella di
abbassare il punto di congelamento [76—80]. Inoltre trovano riscontro con quanto riportato in
letteratura, relativamente agli effetti di questo sistema di conservazione in ghiaccio che favorisce
l'assorbimento di sodio da parte del pesce, in quantita fortemente correlata con il tempo totale di
immersione nella salamoia refrigerata [78,80]. Proprio la forte penetrazione del sale nel muscolo del
pesce conservato in tale tipologia di ghiaccio, per un periodo di tempo, viene indicata da alcuni autori
[16] come un effetto limitante della sua applicabilita alla conservazione a breve termine di alcune
specie ittiche, tra cui S. aurata.

Attivita dell’acqua (aw)
In Figura 47 sono mostrati i valori relativi al parametro aw rilevati sui filetti di orata durante la shelf
life. Nessuna differenza significativa ¢ stata osservata tra i tre diversi tipi di conservazione in ghiaccio.
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Figura 47. Andamento dell attivita dell acqua (parametro adimensionale) dei filetti
di esemplari di S. aurata durante il periodo di conservazione in Flake Ice (FI),
Creamy Ice® (CI) e baiatura in Creamy Ice® e conservazione in Flake Ice (CI+FI).

Allo stesso modo, nel corso dei 15 giorni di valutazione della shelf life, non sono state osservate
variazioni significative dei dati rilevati nei campioni mantenuti in FI, CI e CF+FI. Tale andamento,
cosi come 1 valori osservati nel corso del presente studio, risultano confrontabili con quanto riportato
in letteratura in esemplari di S. aurata conservati in ghiaccio per un periodo di 15 giorni [109,116].
Tale parametro descrive la quantita di acqua disponibile per l'idratazione dei materiali; [109,116]. 1l
controllo dell’attivita dell’acqua (piuttosto che il contenuto d'acqua) nel corso della conservazione
dei prodotti ittici ¢ importante, poiché una bassa attivita dell'acqua impedisce la crescita microbica
(aumentando la durata di conservazione). In diversi casi, I'aw ¢ il parametro principale responsabile
della stabilita degli alimenti, modulando la risposta microbica sia in termini quantitativi che
qualitativi insieme agli altri fattori che influenzano la crescita, la morte e la sopravvivenza microbica
nei prodotti alimentari (temperatura, ossigeno, disponibilita di nutrienti, acidita e pH, presenza di
inibitori naturali o inibitori aggiunti, ecc.) [117].

TVBN

I risultati ottenuti durante la prova di conservabilita (Figura 48) hanno evidenziato che all'inizio della
prova, in tutte e tre le tipologie di conservazione, i valori di TVBN rilevati negli esemplaridi S. aurata
sono confrontabili con quanto osservato, per la stessa specie da Tejada e Huidobro [118]. Il contenuto
di TVBN, inoltre non ha mai raggiunto il limite di 30-35 mg/100 g di parte edibile, considerato come
il limite di accettabilita [62], a fronte di un contenuto di TVBN tipicamente tra 5 e 20 mg/100 g nei
pesci appena pescati [119].
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Figura 48. Andamento dei valori di TVBN dei filetti di esemplari di S. aurata durante
il periodo di conservazione in Flake Ice (FI), Creamy Ice® (CI) e baiatura in Creamy
Ice® e conservazione in Flake Ice (CI+FI).

Tabella 31. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati del TVBN mostrati in Figura 48

T1 T3 T6 T9 T12 T15
FI a ab b/B ab/B a ab
CI A A
CF+FI A A

Le lettere diverse minuscole (a, b) per riga indicano differenze significative (p<0,05)
all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione

Il contenuto di TVBN, durante la shelf life, non ha mostrato differenze statisticamente significative
(p<0,05) negli esemplari conservati in CI e CF+FI fino al termine della prova (Tabella 31). Mentre
gli esemplari conservati in FI dopo 6 e 9 giorni di conservazione hanno presentato i contenuti di
TVBN significativamente piu elevati (Tabella 31).

MDA

Il contenuto di MDA ¢ un indicatore del processo di ossidazione secondaria della componente lipidica
dei prodotti ittici [120,121]. I valori di MDA osservati negli esemplari di S. aurata (Figura 49) nella
fase iniziale della conservazione (T1) sono stati pari a 0,3040,05 (FI), 0,19+0,06 (CI) e 0,29+0,07
(CF+FI) mg MDA/kg. Alla fine del periodo di conservazione (T15) i valori di MDA sono aumentati
significativamente (Figura 49 e Tabella 32) in ognuna delle tre diverse tipologie di conservazione in
ghiaccio e sono risultati pari rispettivamente a 1,32+0,10 (FI), 0,73%0,07 (CI) e 0,79+0,25 (CF+FI)
mg MDA/kg. I dati ottenuti sono comunque paragonabili a quanto riportato in letteratura da Cakli et
al. [109].
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Figura 49. Andamento dei valori di MDA dei filetti di esemplari di S. aurata durante
il periodo di conservazione in Flake Ice (FI), Creamy Ice® (CI) e baiatura in Creamy
Ice® e conservazione in Flake Ice (CI+FI).

Tabella 32. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati dell’ MDA mostrati in Figura 49

T1 T3 T6 T9 T12 T15

FI a/B a b/B b [ d/B
CI a/A a a/A b c c/A
CF+FI a/B ab ab/B ab b c/A

Lettere diverse minuscole (a, b, c, d) per riga indicano differenze significative (p<0,05)
all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative (p<0,05)
tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione

Al termine del periodo di valutazione della shelf life, gli esemplari di S. aurata conservati in CI e in
CF+FI hanno mostrato valori di MDA significativamente piu bassi (p<0,05) rispetto agli esemplari
conservati con FI (Figura 49 e Tabella 32).

Tuttavia, i risultati da noi ottenuti, nel corso del presente studio (<2 mg MDA/kg), non hanno mai
superato i limiti di accettabilita suggeriti in letteratura per alcune specie ittiche (da 5 a 8§ mg MDA/kg)
[122,123], tenuto conto anche che per il pesce fresco, 1 limiti di MDA, indice della degradazione della
componente lipidica, non sono ancora stabiliti da un punto di vista normativo [121,124].

Analisi microbiologiche

Le analisi microbiologiche sono state condotte dal Laboratorio Idrolab Consult s.a.s, a cui venivano
consegnati, da parte di operatori della Bio&Tec Soc. Coop. arl, durante la valutazione della shelf life
i campioni di pesce opportunamente prelevati e conservati. [ risultati delle valutazioni
microbiologiche, condotte con metodologie accreditate, sono riportati nel rapporto di prova
corrispondente all’allegato 5.

I risultati delle analisi microbiologiche sono mostrati in Figura 50 e mettono in evidenza come, negli
esemplari mantenuti in CI la conta microbica abbia presentato valori significativamente inferiori
rispetto agli esemplari sottoposti al trattamento FI e CI+FI fino a 12 giorni di conservazione. Tuttavia
per I'intero periodo di shelf life, nessuno dei campioni analizzati, ha presentato valori superiori al
limite normativo della conta dei microorganismi a 30 °C, indicato in 10° cfu/g (6 log cfu/g) nel
Regolamento CE 2073/2005 e ss.mm (Figura 50) [94].
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Figura 50. Analisi microbiologiche (conta dei microorganismi a 30 °C) espressi in
log CFU/g dei filetti di esemplari di S. aurata durante il periodo di conservazione in
Flake Ice (FI), Creamy Ice® (CI) e baiatura in Creamy Ice® e conservazione in Flake
Ice (CI+FI). (Allegato 5: Esame microbiologico S. aurata: Conta dei microrganismi
a 30 °C)

Tabella 33. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati dell’analisi microbiologiche mostrati in Figura 50

T1 T3 T6 T9 T12 T15
FI a/A a/A a/C c c/B b
CI a/A a/A a/A c b/A b
CI+FI b/B b/B a/B b c/C b

Le lettere diverse minuscole (a, b, ¢) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Lettere diverse maiuscole (A, B, C) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione

L’analisi microbiologica viene considerata un utile strumento per la valutazione della qualita e della
shelf life dei prodotti ittici, tenuto conto, inoltre, che I’attivita microbica contribuisce inevitabilmente
a limitare la conservazione in regime di refrigerazione post-cattura di tali prodotti. In letteratura viene
suggerito come limite di accettabilita, relativamente alla conta dei batteri mesofili, nei prodotti della
pesca, il valore di 107 cfu/g (7 log cfu/g), mentre valori nell'intervallo di 2-4 log CFU/g vengono
suggeriti come tipici dei prodotti ittici freschi, e una carica microbica iniziale piu elevata riduce la
durata di conservazione del pesce [1].

Conclusione

Il confronto tra le diverse tipologie di ghiaccio utilizzate per la conservazione degli esemplari di S.
aurata, ha messo in evidenza che campioni mantenuti in FI hanno presentato caratteristiche sensoriali
migliori, mentre i campioni conservati in CI si presentavano congelati al prelievo dal ghiaccio, cosi
come riportato nelle note dei valutatori nel corso dell’analisi sensoriale. La valutazione delle
caratteristiche di qualita del prodotto ha consentito di osservare che le diverse metodiche di
conservazione in ghiaccio non hanno influito sull’andamento dei parametri strumentali analizzati.
Tuttavia, I’effetto del congelamento dello strato superficiale del filetto degli esemplari conservati in
CI, a conferma dello stato di congelamento, al prelievo, di tali esemplari, come osservato anche in
altre specie conservate in ghiaccio, ha avuto un impatto significativo sulla luminosita (parametro L*)
[3,69].

La conservazione in CI ha avuto un effetto positivo sulla shelf life, relativamente i1 processi di
degradazione della componente azotata e lipidica, che sembrano essere stati rallentati come mostrato
dai risultati dell’analisi del TVBN e MDA.
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Allo stesso modo, il trattamento in CI ha avuto un effetto positivo nel rallentare lo sviluppo microbico
fino a dodici giorni di conservazione in confronto agli esemplari conservati in FI e in CI+FI.

In conclusione ¢ possibile affermare che il trattamento con ghiaccio innovativo degli esemplari di S.
aurata, sebbene non sia stata riportata alcuna estensione della durata di conservazione da un punto di
vista sensoriale, ha mostrato alcuni effetti positivi sul mantenimento della qualita e della freschezza.
Anche per questa specie risulta evidente I’esigenza di intervenire sul processo di produzione e
mantenimento del CI per garantire temperature pit consone alla coibentazione di questi prodotti, in
considerazione del fatto che i campioni conservati in CI si presentavano congelati al prelievo dal
ghiaccio, cosi come riportato nelle note dei valutatori, nel corso dell’analisi sensoriale negli esemplari
trattati con CI. Una riflessione andrebbe fatta anche sull’aumento osservato del contenuto di sodio
nel periodo di shelf life, dovuto, come evidenziato in letteratura [76—80], alla natura stessa del
ghiaccio fluido.

Inoltre per quanto riguarda gli esemplari CF+FI, i risultati ottenuti non hanno evidenziato effetti sulla
shelf life degli esemplari di S. aurata, oggetto dello studio. A tal proposito, in letteratura viene
riportato che, sebbene in alcuni casi ’uso di slurry ice per I'uccisione del pesce possa essere correlato
ad una migliore qualita del prodotto e della sua shelf life, tuttavia non ci sono sufficienti informazioni
per confermare che comporti una rapida perdita di coscienza del pesce, fino alla morte, evitando una
condizione di stress che influisce inevitabilmente sulla qualita finale del prodotto [79].
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Micropterus salmoides

Le analisi sono state condotte su esemplari di M. salmoides che presentavano un peso corporeo umido
totale pari a 357,08423,03 g e una lunghezza totale pari a 28,02+0,97 cm.

Temperatura
In esemplari di M. salmoides, conservati con diverse tipologie di ghiaccio, ¢ stata monitorata la
temperatura al core per ’intero periodo di conservazione (Figura 51).
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Figura 51. Temperatura al core degli esemplari di M. salmoides durante il periodo
di conservazione in Flake Ice (FI), Creamy Ice® (CI) e baiatura in Creamy Ice® e
conservazione in Flake Ice (CI+FI).

Tabella 34. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati della temperatura mostrati in Figura 51

T1 T3 T6 T9 T12 T15

FI b/B a/B ab/B ab/B ab/B ab/B
CI b/A a/A a/A a/A a/A a/A
CF+FI b/B a/B ab/B ab/B ab/B b/C

Le lettere diverse minuscole (a, b) per riga indicano differenze significative (p<0,05)
all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B, C) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione.

E stato osservato come gli esemplari posti in CI abbiano mantenuto temperature al core
significativamente piu basse (p<0,05) durante tutta la shelf life, rispetto agli esemplari conservati in
FI e in CF+FI (Figura 51 e Tabella 34). Tale osservazione ha confermato gli effetti attesi del CI,
osservati in letteratura anche dallo s/urry ice, tipologia di ghiaccio costituita da piccole particelle di
ghiaccio sferico immerse in acqua di mare a temperatura sottozero [23,79]. Non sono state, invece,
osservate differenze significative tra le temperature rilevate negli esemplari FI e CF+FI e tale dato
trova giustificazione nella stessa tipologia di ghiaccio utilizzata per la conservazione (il tradizionale
ghiaccio a scaglie), che ha permesso di mantenere il pesce a temperature prossime allo 0 °C (Figura
51 e Tabella 34).

Analisi sensoriale
I risultati dell’analisi sensoriale, condotta sugli esemplari di M. salmoides mantenuti in FI, CI e
CF+FI, sono mostrati in Figura 52.
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Figura 52. Valutazione sensoriale degli esemplari di M. salmoides durante il periodo
di conservazione in Flake Ice (FI), Creamy Ice® (CI) e baiatura in Creamy Ice® e
conservazione in Flake Ice (CI+FI). La linea continua nera (—) indica il limite di
accettabilita come riportatao da Ju et al. [53].

Tabella 35. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati della analisi sensoriale mostrati in Figura 52

Tl T3 T6 T9 TI12 T15

FI e d/B c/A c b a/A
CI f e/B d/B c b a/B
CF+FI d c/A c/A c b a/A

Le lettere diverse minuscole (a, b, c...f) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione.

L’utilizzo di quattro attributi: colore, odore, aspetto e elasticitda del muscolo, con un punteggio di
gradimento da 10 a 0 [53], ha consentito di osservare che gia dopo tre giorni di conservazione, gli
esemplari FI e CI, hanno presentato un punteggio superiore rispetto agli esemplari CF+FI (p<0,05)
(Figura 52 e Tabella 35). Tali differenze significative sono state determinate principalmente dalla
rilevante variazione dell’odore degli esemplari CF+FI. Allo stesso modo, dopo sei giorni di
conservazione, gli esemplari CI hanno mostrato le migliori caratteristiche (p<0,05) sensoriali,
principalmente a seguito del maggior punteggio di gradimento assegnato agli attributi odore e aspetto
del muscolo (Figura 52 e Tabella 35).

I punteggi di gradimento degli esemplari mantenuti in FI, CI e CF+FI hanno raggiunto alla fine della
shelf life (T15) rispettivamente 4,53, 5,69 e 4,03 punti. I campioni FI e CF+FI, dopo 15 giorni, hanno
superato il limite di accettabilita, suggerito in letteratura [53], mentre gli esemplari conservati con CI
non hanno superato tale limite (Figura 52).

Gli esemplari conservati in CI hanno mostrato, al termine della prova di conservazione, le migliori
caratteristiche sensoriali rispetto agli esemplari mantenuti in FI e CF+FI (p<0,05). Tuttavia, va
sottolineato che, il confronto delle tre diverse tipologie di trattamento, durante tutta la shelf life, ha
consentito di rilevare che gli esemplari conservati in CI, si sono caratterizzati per la presenza di
abbondante muco sulla superficie del filetto che e al momento del prelievo per I’analisi sensoriale, si
presentavano congelati visibile anche da una maggiore opacita dell’occhio (Figura 53).
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Figura 53. Particolare dell occhio di esemplari di M. salmoides durante il periodo di
conservazione in Flake Ice (FI) e Creamy Ice® (CI)

In Figura 54 sono mostrate le foto degli esemplari utilizzati per 1’analisi sensoriale.
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Analisi fisico-chimiche correlate alla shelf life

Colore
I risultati dell’analisi strumentale del colore, in termini di coordinate L*, a* e b*, differenza del colore
totale (AE) e indice di bianchezza (WI), ottenuti dai filetti di M salmoides sono mostrati in Figura 55.

Tabella 36. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati del colore mostrati in Figura 55

L*
Tl T3 T6 T9 TI12 T15
FI a/A b/A b/A ab/A b/A b/A
CI a/B bc/B b/B ¢/B abc/A bce/B
CF+FI AB A A A A A
AE
Tl T3 T6 T9 TI12 T15
FI a b/A b/A b b b/A
CI a b/B b/B b b b/B
CF+FI a b/A b/A b b b/A
WI
Tl T3 T6 T9 TI12 T15
FI a/A b/A b/A ab/A b/A b/A
CI a/B bc/B c/B b/B bc/B bce/B
CF+FI A A A A A A

Le lettere diverse minuscole (a, b, ¢) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione.
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Figura 55. Analisi del colore dei filetti di esemplari di M. salmoides durante il periodo di
conservazione in Flake Ice (FI), Creamy Ice® (CI) e baiatura in Creamy Ice® e conservazione
in Flake Ice (CI+FI). a) Andamento dei valori del parametro L*; b) Andamento dei valori del
parametro a*; c) Andamento dei valori del parametro b*; d) Andamento dei valori del
parametro AE; e) Indice di bianchezza (WI).

L’andamento del parametro L* (Luminosita) del filetto, durante la shelf life, di esemplari conservati
in CI, mostra valori significativamente piu alti (p<0,05) rispetto ai campioni conservati in FI e CF+FI
(Figura 55a e Tabella 36). Questo dato potrebbe dipendere dall’effetto del congelamento del CI, come
dimostrato, su specie diverse, nel corso di altri studi [69]. Infatti, ¢ stato osservato che in filetti di
salmone congelati il tasso di congelamento nello strato superficiale ha un effetto significativo sul
valore di luminosita; questo valore risulta tanto piu alto quanto piu piccoli sono i cristalli di ghiaccio
presenti sulla superficie del filetto [69].

In Figura 55b ¢ mostrato I’andamento del parametro a*. Questo parametro, che assume valori positivi
per i colori tendenti al rosso e valori negativi per quelli tendenti al verde [107], non ha evidenziato
differenze significative ne durante la shelf life ne tra i diversi trattamenti, mostrando valori intorno
allo 0 (Figura 55b). Allo stesso modo non si sono osservate differenze significative per il parametro
b*(Figura 55c) (vellowness, con valori positivi per i colori tendenti al giallo e valori negativi per
quelli tendenti al blu [107]).

La differenza di colore totale AE (Figura 55d), che indica la misura della variazione di colore tra le
coordinate di colore iniziali (T1) e quelle rilevate successivamente [107,125], ha mostrato differenze
significative (p<0,05) solo all’inizio della shelf life, dove, per tutti e tre i trattamenti, si osserva un
aumento del AE al T3 (Figura 55d). Tra i tre diversi metodi di conservazione si osservano differenze
significative (p<0,05); in particolare al T3 T6 e T15, gli esemplari conservati in CI hanno presentato
un AE maggiore (p<0,05) ascrivibile al parametro L*, come osservato in Figura 55a.

Infine in Figura 55e¢ sono mostrati i cambiamenti del parametro Whiteness (WI - proprieta
colorimetrica ricavata dalle misure tricromatiche ottenute con 1’analisi del colore [54]) dei filetti di
M. salmoides, durante la shelf life. Per 1 filetti conservati con il CI, ¢ stato osservato un aumento
significativo (p<0,05) della WI rispetto al T1 dopo 3 giorni di conservazione (p<0,05) (Figura 55¢ e
Tabella 36); 1 valori si sono poi mantenuti costanti fino alla fine della conservazione. Analogamente
anche la WI dei filetti conservati in FI ¢ aumentata significativamente (p<0,05) dal T1 al T3 e non ha
mostrato variazioni significative successive. Per quanto concerne i filetti CF+FI non sono state
osservate variazioni significative del parametro WI durante la shelf life. E inoltre, importante
sottolineare che la tipologia di conservazione ha influito sull’andamento del parametro WI, in quanto
gli esemplari mantenuti in CI hanno presentato valori significativamente (p<0,05) piu elevati rispetto
alle altre due tipologie di trattamento (FI e CF+FI) (Figura 55¢ e Tabella 36).

Questa osservazione, relativa ai campioni mantenuti in CI, potrebbe essere attribuita alle basse
temperature raggiunte con tale mezzo di conservazione. Risultati simili sono stati ottenuti, infatti, da
Liu et al. [3] sui filetti di carpa conservati a —3 °C (superchilling) rispetto alla conservazione in
ghiaccio a 0 °C. Il rapido incremento della WI nei filetti conservati alle pit basse temperature, pud
essere causato dai cambiamenti nella dispersione e nella riflessione della luce a seguito dei danni
della struttura dei tessuti sottoposti al super-raffreddamento [3].

In aggiunta le variazioni della WI riflettono quelle del parametro L* (Figura 55a e Tabella 36), a
conferma di quanto osservato su altre specie [126] nelle quali € stato osservato un valore di L* piu
elevato a temperature di conservazione piu basse (—3,6 °C) a causa della formazione di macchie
bianche piu intense sulla superficie del filetto [126].

Tessitura
In Figura 56 sono mostrati i risultati della tessitura in termini di Modulo di Young (N/mm?) e
Hardness (N).
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Figura 56. Analisi della tessitura dei filetti di esemplari di M salmoides durante il periodo di conservazione in Flake
Ice (FI), Creamy Ice® (CI) e baiatura in Creamy Ice® e conservazione in Flake Ice (CI+FI). a) Andamento dei valori
del Modulo di Young; b) Andamento dei valori dell’Hardness.

Tabella 37. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati dell’Hardness mostrati in Figura 56b

Hardness
Tl T3 T6 T9 TI12 T15
FI b/C a/B a/B a/B a/B a/B
CI A A A A A A
CF+FI B B B B B B

Le lettere diverse minuscole (a, b) per riga indicano differenze significative (p<0,05)
all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B, C) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione.

I1 Modulo di Young (Figura 56a), definito anche modulo di deformabilita, non ha mostrato differenze
significative tra i diversi tipi di conservazione e durante la shelf life (Figura 56a).

Differenze significative sono state, invece, osservate per la durezza (Hardness - Figura 56b e Tabella
37) (p<0,05). Gli esemplari di M salmoides conservati in FI e CF+FI, hanno mostrato valori di
Hardness significativamente piu elevati (p<0,05) rispetto agli esemplari conservati in CI per tutta la
durata della shelf life (Figura 56b).

Le differenze significative osservate sull’ Hardness dei filetti possono essere legati a vari fattori
intrinseci ed estrinseci, come la perdita di acqua dal muscolo e danni alla struttura del tessuto
muscolare [127,128]. In particolare i valori significativamente piu bassi di Hardness registrati negli
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esemplari conservati nel CI possono anche essere attribuiti ai danni strutturali del tessuto muscolare
causati dal super raffreddamento del CI, come osservato anche da Liu et al. [3] nella carpa.

pH
I cambiamenti nei valori di pH dei filetti di M. salmoides durante la shelf life sono mostrati in Figura
57.
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Figura 57. Valori di pH dei filetti di esemplari di M salmoides durante il periodo di
conservazione in Flake Ice (FI), Creamy Ice® (CI) e baiatura in Creamy Ice® e
conservazione in Flake Ice (CI+FI).

Tabella 38. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati del pH mostrati in Figura 57

Tl T3 T6 T9 TI12 T15
FI a a b/B b/B b b
CI a a ab/A ab/A b b
CF+F1 a a bce/B ¢/B c c

Le lettere diverse minuscole (a, b) per riga indicano differenze significative (p<0,05)
all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B, C) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione.

In tutte e tre le tipologie di conservazione (FI, CI e CI+FI) ¢ stato osservato un aumento del pH
durante la shelf life (p<0,05) (Tabella 38)

Gli esemplari conservati in CI al T6 e al T9 hanno mostrato valori significativamente piu bassi
(p<0,05) rispetto al FI e al CF+FI, suggerendo che le temperature piu basse, raggiunte dagli esemplari
in CI, consentono un migliore controllo dell'attivita enzimatica endogena e microbica che si riflette
in un incremento del pH [88].

Il valore del pH ¢ considerato un parametro importante per valutare il deterioramento del pesce, e
cambiamenti inferiori o uguali a 0,1 unita indicano una qualita di primo grado, mentre i cambiamenti
nell'intervallo di 0,1-0,2 unita sono indicati come una qualita accettabile, con quelli superiori a 0,2
unita che suggeriscono un deterioramento [3,129]. Negli esemplari analizzati dall’inizio alla fine della
shelf life le variazioni di unita di pH sono comprese nell'intervallo di 0,1-0,2 unita in tutte e tre le
tipologie di conservazione (Figura 57).
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Water Holding Capacity

La capacita di trattenere l'acqua (WHC) insieme all’ Hardness sono importanti parametri di qualita
[114].

Elevati valori tissutali di WHC nei prodotti ittici, sono considerati un requisito di qualita nell’industria
di trasformazione, in quanto puo influenzare direttamente la redditivita dei produttori e la percezione
dei consumatori sull'aspetto e la consistenza [115].

I cambiamenti nella WHC rilevati nel corso della shelf life sono mostrati in Figura 58.
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Figura 58. Andamento dei valori di Water Holding Capacity (WHC) dei filetti di
esemplari di M salmoides durante il periodo di conservazione in Flake Ice (FI),
Creamy Ice® (CI) e baiatura in Creamy Ice® e conservazione in Flake Ice (CI+FI).

Tabella 39. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati della WHC mostrati in Figura 58

WHC
Tl T3 T6 T9 TI12 T15
FI c/B c/B ab/B a/B b/B a/B
CI c/A b/A a/A a/A a/A a/A
CF+FI bc/A ¢/B abc/B ab/B ab/B a/B

Le lettere diverse minuscole (a, b, ¢) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione.

La WHC ¢ diminuita significativamente (p<0,05) durante tutta la shelf life in tutte le tre tipologie di
conservazione; a conferma di come la perdita di liquidi e della consistenza del tessuto muscolare del
pesce siano inevitabili nel processo di conservazione in ghiaccio [114].

Gli esemplari conservati in CI hanno mostrato una significativa minore capacita di trattenere I’acqua
(p<0,05) rispetto a quelli conservati in FI e CF+FI (Figura 58 e Tabella 39). Questi risultati sono
correlabili alle osservazioni relative all’Hardness (Figura 56b) e confermano come il congelamento
dei tessuti degli esemplari conservati in CI, abbia alterato la struttura del tessuto portando ad una
riduzione della consistenza (Figura 56b), e ad una minore capacita del tessuto di trattenere 1’acqua
(Figura 58). Le basse temperature registrate nei campioni mantenuti in CI e il loro conseguente
congelamento, infatti, ha portato alla formazione di cristalli di ghiaccio nel tessuto; tale osservazione
induce a ritenere un probabile danno della struttura del tessuto muscolari e la denaturazione delle
proteine come riportato in letteratura [130].
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Contenuto di Sodio
In Figura 59 ¢ mostrato il contenuto di sodio determinato sui filetti di M. salmoides.
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Figura 59. Contenuto di sodio (g Na+/100g) dei filetti di esemplari di M salmoides

durante il periodo di conservazione in Flake Ice (FI), Creamy Ice® (CI) e baiatura
in Creamy Ice® e conservazione in Flake Ice (CI+FI).

Tabella 40. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati del sodio mostrati in Figura 59

Tl T3 T6 T9 TI12 T15

FI a/A b/A b/A b/A b/A c/A
CI a/B b/B ¢/B ¢/B d/B d/B
CF+FI a/A b/A b/A c/A c/A c/A

Le lettere diverse minuscole (a, b, ¢, d) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione.

Gli esemplari conservati in CI hanno mostrato un contenuto di sodio significativamente piu elevato
(p<0,05) rispetto agli esemplari conservati in FI e CF+FI durante tutta la shelf life (Figura 59 e Tabella
40). Il maggior contenuto di sodio rilevato negli esemplari conservati in CI, dipende dal mezzo di
conservazione, che presenta una concentrazione di Na* superiore a quella presente nel FI.

In letteratura viene riportato che questo sistema di conservazione favorisce 1’assorbimento di sodio
da parte del pesce in quantita fortemente correlata con il tempo totale di immersione del pesce nella
salamoia refrigerata [76—80].

Attivita dell’acqua (aw)
In Figura 60 sono mostrati i valori di aw rilevati sui filetti di M. salmoides durante la shelf life.
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Figura 60. Andamento dell attivita dell’acqua (parametro adimensionale) dei filetti
di esemplari di M salmoides durante il periodo di conservazione in Flake Ice (FI),
Creamy Ice® (CI) e baiatura in Creamy Ice® e conservazione in Flake Ice (CI+FI).

Tabella 41. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati di aw mostrati in Figura 60

Tl T3 T6 T9 TI12 T15

FI ab b b b a/A b/B
CI c a ab b ab/A a/A
CF+FI b a a a a/B ab/B

Le lettere diverse minuscole (a, b) per riga indicano differenze significative (p<0,05)
all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione.

L’aw ha un ruolo importante nel deterioramento del pesce, infatti la crescita di diversi microrganismi
dipende dal valore di tale parametro e la maggior parte dei batteri non puo crescere al di sotto di valori
di 0,9 di aw [83]. Nel pesce appena pescato il valore di aw ¢ superiore a 0,95 [83], come osservato
anche negli esemplari oggetto dello studio (Figura 60). Infatti, i valori di aw registrati variano da
0,977 a 0,988. Durante la shelf life, tra i vari trattamenti non si sono osservate differenze significative,
tranne a T12 e a T15, dove i filetti degli esemplari di M. salmoides conservati in CI hanno mostrato
valori significativamente piu bassi (p<0,05) rispetto agli altri metodi di conservazione (Figura 60).

TVBN

Le variazioni nei valori di TVBN dei filetti di M. salmoides durante la shelf life sono mostrati in
Figura 61.

I1 TVBN ¢ uno dei principali parametri utilizzato come indicatore del deterioramento del pesce ed ¢
composto principalmente da ammoniaca, metilammina, dimetilammina e trimetilammina, derivanti
dalla degradazione microbica delle proteine e dei composti azotati non proteici, come gli aminoacidi
e 1 cataboliti nucleotidici [3]. Il limite di accettabilita del pesce magro ¢ di 30-35 mg/100 g di pesce
[62].
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Figura 61. Andamento dei valori di TVBN dei filetti di esemplari di M salmoides
durante il periodo di conservazione in Flake Ice (FI), Creamy Ice® (CI) e baiatura
in Creamy Ice® e conservazione in Flake Ice (CI+FI).

Tabella 42. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati del TVBN mostrati in Figura 61

Tl T3 T6 T9 TI12 T15

FI a/B a a b/B b c/C
CI a/A a ab ab/A ab ab/A
CF+F1 b/B a b bce/B be ¢/B

Le lettere diverse minuscole (a, b, ¢) per riga indicano differenze significative (p<0,05)
all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione.

In questo studio, i valori di TVBN sono aumentati durante la shelf life raggiungendo il valore
significativamente piu alto (p<0,05) in FI a T15 (24,72+0,61), non superando tuttavia il limite di
accettabilita (Figura 61 e Tabella 42) [62].

I filetti ottenuti dagli esemplari mantenuti in CI hanno mostrato un contenuto di TVBN
significativamente (p<0,05) piu basso rispetto ai filetti conservati in FI e CF+FI (Figura 61 e Tabella
42) suggerendo che le temperature piu basse possano aver rallentato la degradazione della
componente azotata.

Tali informazioni risultano rilevanti considerato che il TVBN ¢ ritenuto un parametro importante per
la valutazione della qualita dei prodotti ittici, strettamente correlato all'attivita microbica, e il controllo
di tale parametro ¢ importante per garantire la sicurezza e prolungare la durata di conservazione dei
prodotti della pesca [1].

MDA
La Figura 62 mostra ’landamento del contenuto di MDA durante la shelf-life.
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Figura 62. Andamento dei valori di MDA dei filetti di esemplari di M salmoides
durante il periodo di conservazione in Flake Ice (FI), Creamy Ice® (CI) e baiatura
in Creamy Ice® e conservazione in Flake Ice (CI+FI).

Tabella 43. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati dell’MDA mostrati in Figura 62

Tl T3 T6 T9 TI12 T15
FI a/B a b/C bc/B c d
CI a/A b b/B c/B c d
CF+FI a/A a a/A b/A c d

Le lettere diverse minuscole (a, b ¢, d) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione.

I valori di MDA, per tutti e tre i metodi di conservazione, sono aumentati significativamente (p<0,05)
durante tutta la shelf-life, ma tuttavia non hanno superato il valore di 1 mg MDA/kg, infatti i valori
ottenuti alla fine della shelf life erano pari a 0,16+0,01 (FI), 0,19+0,03 (CI) e 0,19+0,03 (CF+FI) mg
MDA/kg (Figura 62 e Tabella 43)

Allo stato attuale, 1 limiti di malondialdeide, indice della degradazione della componente lipidica non
sono ancora stabiliti [121,124]. Comunque, in letteratura vengono suggeriti dei limiti di accettabilita
per alcune specie ittiche da 5 a 8 mg MDA/kg [122,123].

I dati inducono a ritenere che le tre tipologie di conservazione in ghiaccio non abbiano influito sul
processo di degradazione della componente lipidica, considerato che il contenuto di MDA, come
suddetto, ha mantenuto valori al disotto dei limiti suggeriti in letteratura e che al termine della shelf
life non sono state osservate differenze significative tra i diversi trattamenti.

Analisi microbiologiche

Le analisi microbiologiche sono state condotte dal Laboratorio Idrolab Consult s.a.s, a cui venivano
consegnati, da parte di operatori della Bio&Tec Soc. Coop. arl, durante la valutazione della shelf life
i campioni di pesce opportunamente prelevati e conservati. [ risultati delle valutazioni
microbiologiche, condotte con metodologie accreditate, sono riportati nel rapporto di prova
corrispondente all’allegato 6.

Le analisi microbiologiche, mostrate in Figura 63, hanno messo in evidenza una crescita microbica
significativamente inferiore negli esemplari mantenuti in CI nel corso della shelf life (T3, T12 e T15)
(p<0,05) (Figura 63 e Tabella 44)
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Figura 63. Analisi microbiologiche (conta dei microorganismi a 30 °C) espressi in
log CFU/g dei filetti di esemplari di M salmoides durante il periodo di conservazione
in Flake Ice (FI), Creamy Ice® (CI) e baiatura in Creamy Ice® e conservazione in
Flake Ice (CI+FI). (Allegato 6: Esame microbiologico M. salmoides: Conta dei
microrganismi a 30 °C)

Tabella 44. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati dell’analisi microbiologiche mostrati in Figura 63

T1 T3 T6 T9 T12 T15

FI b b/B ab a ¢/B d/B
CI be a/A a a b/A c/A
CI+FI be ¢/B a ab d/B d/B

Le lettere diverse minuscole (a, b, ¢, d) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione.

Inoltre, la conta microbica degli esemplari mantenuti in CI, a differenza degli esemplari conservati
nelle altre tipologie di ghiaccio, non ha superato i 4 log CFU/g fino a 15 giorni di conservazione,
valore che viene indicato in letteratura come indice di qualita accettabile dei prodotti ittici, mentre
viene suggerito come limite di accettabilita, relativamente alla conta dei batteri mesofili, nei prodotti
della pesca, il valore di 107 cfu/g (7 log cfu/g), [1]. Infine le analisi microbiologiche hanno messo in
evidenza come per ’intero periodo di shelf life, nessuno dei campioni analizzati, abbia presentato
valori superiori al limite normativo della conta dei microorganismi a 30 °C, indicato in 10° cfu/g (6
log cfu/g) nel Regolamento CE 2073/2005 e ss.mm [94] (Figura 63).

Conclusione

La valutazione della shelf life, durante i 15 giorni di conservazione, degli esemplari di M. salmoides
conservati con diverse tipologie di ghiaccio, ha messo in evidenza come gli esemplari conservati in
CI abbiano mantenuto, fino al termine della prova, le migliori caratteristiche sensoriali rispetto agli
esemplari conservati in ghiaccio a scaglie tradizionale sia FI che CF+FI .Tali osservazioni hanno
trovato riscontro nella valutazione del TVBN e del pH, indicando un effetto inibente della
conservazione in CI nel processo di sintesi dei composti azotati di base, che trovano riscontro nella
conta microbica e influenzano le caratteristiche sensoriali e di sicurezza dei prodotti della pesca.
Tali effetti positivi sono correlabili alla temperatura raggiunta con la conservazione in CI (circa —3
°C). Tuttavia, la temperatura di conservazione ha comportato, come messo in evidenza durante la
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valutazione sensoriale, il congelamento degli esemplari di M. salmoides al momento del prelievo, per
ogni tempo di campionamento, durante la shelf life.

Possiamo inoltre affermare che le analisi strumentali (colore e tessitura) hanno confermato Il
congelamento dei filetti degli esemplari conservati in CI. La presenza di cristalli di ghiaccio ha,
infatti, comportato un aumento della luminosita (L*) e della bianchezza (WI), una minore capacita di
trattenere I’acqua e un peggioramento della consistenza del filetto [3,69].

Le valutazioni biochimiche e strumentali consentono inoltre di affermare che il trattamento CF+FI,
per la specie oggetto di studio, che prevedeva che gli esemplari M. salmoides venissero abbattuti con
CI e conservati in FI, non ha mostrato influire significativamente sulla qualita del prodotto rispetto
agli esemplari abbattuti e conservati con FI.

In conclusione ¢ possibile affermare che il trattamento in ghiaccio innovativo degli esemplari di M.
salmoides, ha mostrato alcuni effetti positivi sul mantenimento della qualita e della freschezza. La
conservazione in CI di tale specie, infatti, come tecnologia di conservazione a bassa temperatura, pud
presentare il vantaggio di preservare le caratteristiche nutrizionali e inibire la crescita microbica. Puo
essere considerata quindi una tecnica potenzialmente promettente.

Anche per questa specie risulta evidente I’esigenza di intervenire sul processo di produzione e
mantenimento del CI per garantire temperature pit consone alla coibentazione di questi prodotti, in
considerazione del fatto che i campioni conservati in CI si presentavano congelati al prelievo dal
ghiaccio, cosi come riportato nelle note dei valutatori, nel corso dell’analisi sensoriale negli esemplari
trattati con CI. Una riflessione andrebbe fatta anche sull’aumento osservato del contenuto di sodio
nel periodo di shelf life, dovuto, come evidenziato in letteratura [76—80], alla natura stessa del
ghiaccio fluido.
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Parapenaeus longirostris

Gli esemplari di P. longirostris analizzati presentavano un peso medio di 6,45+2,06 g e una lunghezza
totale paria 10,8+1,22 cm.

Temperatura

Durante la shelf life, ¢ stata monitorata la temperatura al core degli esemplari di P. longirostris,
conservati in FI e CI. I valori rilevati sono mostrati in Figura 64.

Rispetto alle valutazioni effettuate precedentemente con le altre specie, la produzione ed il
mantenimento del CI ¢ ha garantito una temperatura media intorno a —1,5 °C.
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Figura 64. Temperatura al core degli esemplari di P. longirostris durante il periodo
di conservazione in Flake Ice (FI) e Creamy Ice® (CI)

Tabella 45. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati della temperatura mostrati in Figura 64

Tl T3 T5 T7
FI b/B a/B a/B b/B
CI A A A A

Le lettere diverse minuscole (a, b) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione

E possibile osservare come gli esemplari posti in CI abbiano mantenuto temperature
significativamente piu basse (p<0,05) (Figura 64 e Tabella 45) rispetto agli esemplari posti in FI, in
accordo con quanto osservato in letteratura anche per altre specie ittiche [12]. I risultati osservati
inducono ad ipotizzare un effetto positivo dell’uso del CI sulla conservazione del gambero rosa,
considerato che, come riportato in letteratura, basse temperature di conservazione consentono di
ridurre nel gambero i processi di autolisi enzimatica, I’ossidazione lipidica e la degradazione
microbica [131].

Analisi sensoriale

Durante la prova di shelf life, sono stati esaminati i cambiamenti degli attributi sensoriali degli
esemplari di P. longirostris , conservati con FI e CI con il QIM , assegnando un punteggio di demerito
da0a21[49].
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Gli esemplari conservati in FI hanno mostrato una significativa perdita delle caratteristiche sensoriali
tipiche del prodotto fresco, gia dopo tre giorni di conservazione, raggiungendo un punteggio di
demerito di 8,33+1,03 (Figura 65 e Tabella 46); gli esemplari conservati in CI, dopo tre giorni di
conservazione, hanno raggiunto un punteggio di 6,00+=1,10 (Figura 65 e Tabella 46). Negli esemplari
di entrambi 1 trattamenti, in questo periodo, ¢ stata osservata una perdita di luminosita, il corpo
risultava leggermente opaco, con alcune macchie su testa e coda. Tuttavia, in accordo con Tam et al.
[49], in queste condizioni la qualita dei gamberi conservati in FI e CI puo essere considerata ancora
buona.
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Figura 65. Valutazione sensoriale degli esemplari di P. longirostris durante il periodo
di conservazione in Flake Ice (FI) e Creamy Ice® (CI)

Tabella 46. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati dell’analisi sensoriale mostrati in Figura 65

T1 T3 T5 T7
FI a b/B c/B d/B
CI a b/A c/A c/A

Le lettere diverse minuscole (a, b, ¢, d) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione

Dal quinto giorno di conservazione, gli esemplari conservati in FI hanno raggiunto un punteggio di
15,17+2,32, significativamente maggiore (p<0,05) rispetto a quello raggiunto dagli esemplari
conservati in CI (Figura 65 e Tabella 46). In entrambi i trattamenti, sono stati osservati cambiamenti
nel colore della testa e della coda, con macchie scure moderatamente presenti (Figura 65 e Tabella
46). Le caratteristiche organolettiche dei gamberi conservati sia in FI e che in CI sono diventate
inaccettabili [49].

I dati ottenuti, in linea con quanto suggerito in letteratura su altre specie [49] relativamente al QIM,
confermano che, per entrambi i tipi di conservazione in ghiaccio, gli esemplari di P. longirostris
mantengono lo stato di freschezza fino a 3 giorni di conservazione (con un totale di punti di demerito
inferiore a 9), presentandosi in stato accettabile fino al quinto giorno per gli esemplari conservati in
CI (Figura 65 e Tabella 46). Gli esemplari conservati in FI gia dopo 5 giorni erano considerati
inaccettabili con valori di QIM superiori a 13 [49]. Dal 7 giorno di conservazione anche gli esemplari
mantenuti in CI hanno superato il limite di accettabilita suggerito in letteratura (QIM 13) [49].
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La valutazione della melanosi degli esemplari di P. longirostris (Figura 66 e Tabella 47) ha consentito
di osservare un incremento significativo durante il periodo di conservazione sia in FI che in CI.

La comparsa precoce di macchie nere sul cefalotorace dei campioni analizzati, mantenuti in FI e CI,
puo essere anche attribuita alla loro stagione di cattura: gli esemplari oggetto di studio sono stati
infatti catturati in autunno, stagione che, come viene riportato in letteratura coincide con il ciclo di
muta dei gamberi [132], associato alla precoce comparsa di macchie nere nella regione cefalotoracica
[133].
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Figura 66. Valutazione della melanosi degli esemplari di P. longirostris durante il
periodo di conservazione in Flake Ice (FI) e Creamy Ice® (CI)

Tabella 47. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati dell’analisi sensoriale mostrati in Figura 66

T1 T3 T5 T7
FI a b c¢/B c¢/B
CI a b c/A c/A

Le lettere diverse minuscole (a, b, ¢) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione

Differenze significative (p<0,05) tra i due diversi trattamenti sono state osservate dopo cinque giorni
di conservazione, con la presenza di una melanosi significativamente maggiore (p<0,05) negli
esemplari conservati in FI (Figura 66 e Tabella 47). Risultati paragonabili sono stati osservati nel
gambero nel corso di altri studi [134,135]

In Figura 67 sono mostrate le foto degli esemplari utilizzati per 1’analisi sensoriale.
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Figura 67. Esemplari di P. longirostris durante il periodo di conservazione in Flake Ice (FI)
e Creamy Ice® (CI).

Analisi chimico-fisiche correlate alla shelf life

Colore

Pe quanto riguarda il colore, determinato su cefalotorace (Figura 68), differenze statisticamente
significative (p<0,05) sono state osservate in termini di luminosita (L*) tra i due trattamenti nella fase
finale della shelf life di conservazione (T7) con valori piu bassi nel FI (Figura 68a e Tabella 48).
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Figura 68. Analisi del colore del cefalotorace di esemplari di P. longirostris durante
il periodo di conservazione in Flake Ice (FI) e Creamy Ice® (CI). a) Andamento dei
valori del parametro L*; b) Andamento dei valori del parametro a*; c) Andamento
dei valori del parametro b*; d) Andamento dei valori del parametro AE; e) Indice di
bianchezza (WI).

Tabella 48. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati del colore mostrati in Figura 68

L*
Tl T3 T5 T7
FI b b b a/A
CI B
a*
Tl T3 T5 T7
FI ab ab b a
CI
b*
Tl T3 T5 T7
FI b c c a/A
CI B
AE
Tl T3 T5 T7
FI a b b ¢/B
CI a b b b/A
WI
Tl T3 T5 T7
FI b b b a/A
CI B

Le lettere diverse minuscole (a, b, ¢) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti nello stesso giorno di consevazione

Questo valore significativamente pit basso di L* nei gamberi rosa conservati in FI ¢ stato determinato
dalla comparsa di macchie nere e legata quindi alla melanosi [133,136,137].

Relativamente al parametro a*, che nei valori positivi indica I’intensita del colore rosso, non ha
mostrato differenze statisticamente significative tra i due trattamenti (Tabella 48).

Per quanto concerne il parametro b*(yellowness, con valori positivi per i colori tendenti al giallo e
valori negativi per quelli tendenti al blu [107]) sono state osservate differenze significative al T7,
dove gli esemplari conservati in FI hanno mostrato valori significativamente piu bassi rispetto agli
esemplari conservati in CI (Tabella 48 e Figura 68c).

La valutazione dell’indice di bianchezza ha mostrato differenze significative tra 1 due tipi di
trattamento al T7, correlato anch’esso alla melanosi (p<0,05) [133,136,137].

Tessitura

I dati analitici relativi alla tessitura degli esemplari di P. longirostris, valutata attraverso lo studio di
due parametri, modulo di Young o modulo di deformabilita e Hardness o durezza del tessuto, sono
mostrati in Figura 69.
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Figura 69. Analisi della tessitura di esemplari di P. longirostris durante il periodo di conservazione in Flake Ice (FI)
e Creamy Ice® (CI). a) Andamento dei valori del Modulo di Young, b) Andamento dei valori dell’Hardness.

Tabella 49. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati della tessitura mostrati in Figura 69

Modulo di Young

T1 T3 T5 T7
FI
CI a ab b b

Hardness

T1 T3 T5 T7
FI a b ab ab
CI a b b b

Le lettere diverse minuscole (a, b) per riga indicano differenze significative (p<0,05)
all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti nello stesso giorno di consevazione

I valori relativi al modulo di Young non hanno mostrato differenze statisticamente significative tra i
due trattamenti mostrando quindi che le due diverse metodiche di conservazione in ghiaccio non
hanno influito sulla deformabilita e quindi sulla compattezza del tessuto muscolare. Inoltre i dati
analitici hanno mostrato un andamento simile nei due diversi trattamenti nel corso del periodo di shelf
life (Figura 69 e Tabella 49)

Anche per quanto riguarda i valori di Hardness non sono state osservate differenze statisticamente
significative tra campioni mantenuti in FI rispetto a quelli in CI (Tabella 49). Tale parametro in
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entrambi i trattamenti tende ad aumentare dopo tre giorni per poi rimanere costante durante il periodo
di shelf life (Figura 69 e Tabella 49).

pH
I valori di pH registrati durante i 7 giorni di conservazione in ghiaccio degli esemplari di P.
longirostris sono mostrati in Figura 70.

—4—F] —a—(]

0 —

Il I3 I'5 [7
Gl il conservatlons

Figura 70. Valori di pH della parte edibile di P. longirostris durante il periodo di
conservazione in Flake Ice (FI) e Creamy Ice® (CI).

Tabella 50. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati del pH mostrati in Figura 70

T1 T3 T5 T7
FI a/A b/A c/A d
CI a/B b/B c¢/B ¢

Le lettere diverse minuscole (a, b, ¢, d) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione

Nel complesso, anche se il pH dei gamberi ¢ rimasto sempre al di sotto dei limiti di accettabilita (7,6)
[138,139], ¢ aumentato significativamente durante la conservazione (Figura 70 e Tabella 50; p<0,05),
raggiungendo valori di 7,43+0,05 e 7,46+0,02 a sette giorni di conservazione per FI e CI,
rispettivamente. Questi ultimi hanno mostrato valori significativamente piu alti di quelli dei gamberi
conservati in FI (p<0,05), ma alla fine del periodo di conservazione non sono state osservate
differenze significative (Figura 70 e Tabella 50). I valori di pH registrati sono paragonabili a quanto
presente in letteratura [133,136,138,139].

Come ¢ noto, infatti, 'aumento del pH ¢ dovuto all'accumulo di composti basici, come ammine e
trimetilammine, a causa dell'azione enzimatica endogena e microbica [133,139].

Water Holding Capacity

I risultati delle analisi volte alla valutazione del parametro WHC sono mostrati in Figura 71 e hanno
mostrato come i valori registrati non abbiano presentato differenze significative nel corso della
conservazione in CI e in FI. Allo stesso modo non sono state osservate differenze significative tra i
campioni conservati con le due diverse tipologie di ghiaccio.
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Figura 71. Andamento dei valori di Water Holding Capacity (WHC) della parte
edibile di P. longirostris durante il periodo di conservazione in Flake Ice (FI) e
Creamy Ice® (CI).

La capacita di trattenere l'acqua (WHC) ¢ un parametro di qualita importante dal punto di vista
commerciale poiché influisce sull’aspetto e la consistenza del pesce e quindi sul grado di accettabilita
da parte del consumatore. Un basso valore di WHC ¢ spesso legato a cambiamenti strutturali post
mortem nel muscolo che includono principalmente la degradazione del reticolo dei miofilamenti, la
denaturazione della miosina e ’aumento dello spazio extracellulare, con effetti negativi sulla tessitura
del pesce [65,91].

Quindi, poiché la capacita di trattenere 1’acqua ¢ strettamente correlata alle proprieta strutturali del
tessuto muscolare, i dati ottenuti nel corso di questo studio suggeriscono che entrambe le tipologie di
ghiaccio non abbiano determinato cambiamenti significativi nella microstruttura del muscolo negli
esemplari di P longirostris durante 1 7 giorni di conservazione.

Contenuto di Sodio

Le analisi condotte hanno consentito di osservare come il contenuto di sodio aumenti in maniera
statisticamente significativa (p<0,05) durante I’intero periodo di conservazione nei campioni di P.
longirostris mantenuti in CI rispetto ai campioni mantenuti in FI (p<0,05) (Figura 72 e Tabella 51)
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Figura 72. Contenuto di sodio (g Na+/100g) della parte edibile di P. longirostris
durante il periodo di conservazione in Flake Ice (FI) e Creamy Ice® (CI).
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Tabella 51. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati del Sodio mostrati in Figura 72

T1 T3 T5 T7
FI a/A b/A b/A a/A
CI a/B b/B c¢/B d/B

Le lettere diverse minuscole (a, b, ¢) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione

L’effetto del CI, contenente NaCl, sull’incremento del contenuto di sodio, osservato nel corso del
presente studio, trova riscontro con quanto osservato in letteratura in altre specie [76—80].

Attivita dell’acqua (aw)
I risultati delle analisi relative all’attivita dell’acqua sono mostrati in Figura 73.
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Figura 73. Andamento dell attivita dell’acqua (parametro adimensionale) della parte
edibile di P. longirostris durante il periodo di conservazione in Flake Ice (FI) e
Creamy Ice® (CI).

Tabella 52. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati dell’aw mostrati in Figura 73.

T1 T3 T5 T7
FI a/B ab b ab
CI a/A b [ d

Le lettere diverse minuscole (a, b, c, d) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione

I valori di aw rilevati subito dopo la cattura, I’attivita dell’acqua ha mostrato un aumento significativo
durante la conservazione sia per gli esemplari mantenuti in FI che per quelli mantenuti in CI (Figura
73 e Tabella 52). Inoltre, le due diverse tipologie di conservazione in ghiaccio non sembrano aver
influenzato I’evoluzione del parametro attivita dell’acqua, considerato che I’andamento di tale
parametro ha mostrato differenze significative soltanto al T1 con un valore significativamente
inferiore (p<0,05) nei campioni CI (Figura 73 e Tabella 52).

Tali osservazioni, risultano rilevanti considerato che la valutazione dell’attivita dell’acqua, indice di
disponibilita di acqua di un alimento durante la sua conservazione, ¢ indicativa della stabilita chimica,
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microbiologica ed enzimatica, che consente di predire reazioni di degradazione che potrebbero
verificarsi con il proseguire della conservazione; tale parametro, infatti, ¢ il principale responsabile
della modulazione della risposta microbica, interferendo anche sulla tipologia di microrganismi che
possono svilupparsi negli alimenti [81,82]. E ormai certo infatti come l'attivita dell'acqua, non il
contenuto d'acqua degli alimenti, sia correlata con la crescita batterica e, per tali motivi, viene
utilizzata in molti casi, dalle industrie alimentari, come punto critico di controllo per i programmi di
analisi dei rischi e dei punti critici di controllo (HACCP) rappresentando, quindi, un utile strumento
per valutare la qualita e la sicurezza di un alimento [83].

TVBN
I risultati delle analisi volte alla valutazione delle componenti di degradazione della frazione azotata

sono mostrati in Figura 74.
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Figura 74. Andamento dei valori di TVBN della parte edibile di P. longirostris
durante il periodo di conservazione in Flake Ice (FI) e Creamy Ice® (CI).

Tabella 53. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati del TVBN mostrati in Figura 74

T1 T3 T5 T7
FI a/B c¢/B bc/B ab/B
CI c/A b/A a/A a/A

Le lettere diverse minuscole (a, b, ¢) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione

Il confronto tra le due tipologie di conservazione (FI e CI) ha rivelato che nei campioni conservati in
FI i valori di TVBN sono risultati significativamente piu alti (p<0,05) rispetto ai valori osservati nei
campioni in CI gia dal 1 giorno di conservazione (Figura 74 e Tabella 53), evidenziando come la
conservazione in CI abbia rallentato in modo significativo la formazione di TVBN, come osservato
nel corso di altri studi sulla stessa specie conservata in slurry ice [33]. Inoltre negli esemplari
mantenuti in CI, nell’arco del periodo di conservazione oggetto di studio, i valori di TVBN non hanno
superato il limite di accettabilita di 25 mg TVBN/100g indicato per le specie a ridotto contenuto
lipidico [62] (Figura 74 e Tabella 53).

Tali informazioni risultano rilevanti considerato che il TVBN ¢ ritenuto un parametro importante per
la valutazione della qualita dei prodotti ittici, strettamente correlato all'attivita microbica, e il controllo
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di tale parametro ¢ importante per garantire la sicurezza e prolungare la durata di conservazione dei
prodotti della pesca [1].

MDA

Le analisi volte alla valutazione del contenuto di malondialdeide (MDA) parametro correlato alla
degradazione della componente lipidica sono mostrati in Figura 75.
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Figura 75. Andamento dei valori di MDA della parte edibile di P. longirostris durante
il periodo di conservazione in Flake Ice (FI) e Creamy Ice® (CI).

Tabella 54. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati dell’ MDA mostrati in Figura 75.

T1 T3 T5 T7
FI d ¢ b a
CI b a a a

Le lettere diverse minuscole (a, b, ¢, d) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Il contenuto iniziale di MDA riscontrato in entrambe le metodologie di conservazione (FI 0,12+0,01
e CI 0,13+0,037) sono paragonabili ai valori presenti in letteratura [ 140]. Il basso contenuto di grassi
del gambero ha probabilmente anche contribuito al basso grado di ossidazione osservato in questo
studio e come osservato anche in letteratura [140,141].

Per entrambe le tipologie di conservazione in ghiaccio ¢ stato osservato un decremento significativo
di MDA che potrebbe essere correlato processo di degradazione della malondialdeide (MDA) con
formazione di prodotti di degradazione terziaria [84].

Analisi microbiologiche

Le analisi microbiologiche sono state condotte dal Laboratorio Idrolab Consult s.a.s, a cui venivano
consegnati, da parte di operatori della Bio&Tec Soc. Coop. arl, durante la valutazione della shelf life
i campioni di pesce opportunamente prelevati e conservati. [ risultati delle valutazioni
microbiologiche, condotte con metodologie accreditate, sono riportati nel rapporto di prova
corrispondente all’allegato 7.

I risultati delle analisi volte alla valutazione della conta microbica degli esemplari di P. longirostris
nel corso della valutazione della shelf life sono mostrati in Figura 76.
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Figura 76. Analisi microbiologiche (conta dei microorganismi a 30 °C) espressi in
log CFU/g degli esemplari di P. longirostris durante il periodo di conservazione in
Flake Ice (FI) e Creamy Ice® (CI). (Allegato 7: Esame microbiologico P. longirostris
e A. foliacea: Conta dei microrganismi a 30 °C)

Tabella 55. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati dell’analisi microbiologica mostrati in Figura 76

T1 T3 T5 T7
FI b b a ab
CI b b a a

Le lettere diverse minuscole (abcd) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

La conta microbica non ha mostrato differenze significative tra gli esemplari conservati in FI e CI,
nel corso dei 7 giorni oggetto di studio (Figura 76 e Tabella 55). Inoltre, per I’intero periodo di shelf
life, nessuno dei campioni analizzati, ha presentato valori superiori al limite normativo della conta
dei microorganismi a 30 °C, indicato in 10° cfu/g (3 log cfu/g) nel Regolamento CE 2073/2005 e
ss.mm per la stessa tipologia di prodotto ittico (Figura 76 e Tabella 55) [94].

I risultati osservati inoltre sono paragonabili con i dati presenti in letteratura relativamente alla stessa
specie, conservata in regime di refrigerazione [133,136].

Conclusione

Nel corso dei 7 giorni di valutazione della shelf life dei campioni di P. longirostris, conservati in FI
e CI, la valutazione sensoriale ha evidenziato che negli esemplari conservati in FI, gia dopo 5 giorni
di conservazione sono stati superati i limiti di accettabilitd suggeriti in letteratura, mentre per gli
esemplari conservati in CI tale limite ¢ stato raggiunto dopo 7 giorni.

La valutazione delle caratteristiche di qualita del prodotto, in termini di analisi strumentale del colore
e tessitura ha consentito di osservare che le due diverse metodiche di conservazione in ghiaccio non
hanno influito su tali parametri come osservato in letteratura sulla stessa specie [33]. In relazione al
colore va sottolineato come al T7 sia emersa una differenza tra le due tipologie di conservazione che
ha riguardato una significativa diminuzione della Luminosita, nei campioni mantenuti in FI,
correlabile, come suggerito in letteratura, alla piil marcata melanosi osservata negli esemplari
conservati in FI [133-137].

Relativamente ai parametri biochimici correlati alla shelf life, nel presente studio ¢ stato osservato
che i campioni mantenuti in CI presentavano un contenuto di TVBN significativamente piu basso nel
periodo di shelf life, rispetto ai campioni mantenuti in FI. Tali risultati confermano un effetto inibente
del trattamento con CI nel processo di degradazione della componente azotata (molecole proteiche e

Consorzio Universitario della Provincia di Trapani 100
Istituto di Biologia Marina



SUPERICE: SUPPORTO E PROMOZIONE DELLA RICERCA E DELL’INNOVAZIONE NELLA CONSERVAZIONE E
COMMERCIALIZZAZIONE DEI PRODOTTI DELLA PESCA IN SICILIA
Valutazione degli effetti dell’utilizzo di “Creamy Ice®” sulla qualita e la conservabilita dei prodotti della pesca e dell’acquacoltura

non proteiche), con un conseguente effetto migliorativo sulle caratteristiche sensoriali e sulla
sicurezza dei prodotti della pesca.

Per quanto concerne la valutazione del processo di degradazione della componente lipidica, i risultati
ottenuti inducono a ritenere che le due diverse tipologie di conservazione non abbiano influito su tale
parametro. Sono stati registrati infatti, in entrambe le tipologie di conservazione in ghiaccio, valori di
MDA molto bassi, comunque paragonabili ai valori presenti in letteratura. Il basso grado di
ossidazione lipidica osservato in questo studio ¢, inoltre, come osservato anche in letteratura,
principalmente legato al ridotto contenuto lipidico della specie analizzata [140,141].

Alla luce dei risultati ottenuti ¢ possibile concludere che la conservazione in CI della specie P.
longiristris, specie di grande rilevanza dal punto di vista commerciale, puod essere considerata una
tecnica potenzialmente promettente; per tale tecnica, tuttavia, puo essere valutata una ottimizzazione
del processo, in considerazione del fatto che negli esemplari trattati con CI ¢ stato osservato un
aumento del contenuto di sodio nel periodo di skelf life, dovuto, come anche evidenziato in letteratura,
alla natura stessa del ghiaccio utilizzato, contenente cloruro di sodio, con lo scopo di abbassare il
punto di congelamento [76—80].
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Aristaeomorpha foliacea

Gli esemplari di 4. foliacea analizzati presentavano un peso medio di 11,6142,66 g e una lunghezza
totale pari a 13,984+0,97 cm.

Temperatura
E stata monitorata la temperatura al core degli esemplari di A. foliacea, durante i giorni di
conservazione in FI e CI e 1 valori rilevati sono mostrati in Figura 77.
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Figura 77. Temperatura al core degli esemplari di A. foliacea durante il periodo di
conservazione in Flake Ice (FI) e Creamy Ice® (CI)

Tabella 56. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati della temperatura mostrati in Figura 77

Tl T3 T5 T7
FI b/B a/B ab/B ab/B
CI A A A A

Le lettere diverse minuscole (a, b) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione

E possibile osservare come, nel corso della valutazione della shelf life, gli esemplari posti in CI
abbiano mantenuto temperature significativamente piu basse (p<0,05) (Figura 77 e Tabella 56)
rispetto agli esemplari posti in FI, in accordo con quanto osservato in letteratura anche per altre specie
ittiche, conservate con ghiaccio innovativo [12]. I risultati osservati inducono ad ipotizzare un effetto
positivo dell’uso del CI sulla conservazione del gambero rosso, considerato che, come riportato in
letteratura, basse temperature di conservazione consentono di ridurre nel gambero i processi di
autolisi enzimatica, 1’ossidazione lipidica e la degradazione microbica [131].

Analisi sensoriale

Durante la prova di shelf life, sono stati esaminati i cambiamenti degli attributi sensoriali degli
esemplari di A. foliacea conservati con FI e CI con il QIM, un metodo di analisi sensoriale affidabile
per valutare la freschezza del gambero, utilizzando, un sistema di punteggio di demerito da0 a 9.[51].
Gli esemplari conservati in FI hanno mostrato una significativa riduzione delle caratteristiche
sensoriali tipiche del prodotto appena pescato, gia dopo tre giorni di conservazione, mentre per gli
esemplari sottoposti al trattamento in CI cio ¢ stato osservato dopo cinque giorni (Figura 78 e Tabella
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57). Inoltre, i valutatori hanno assegnato agli esemplari mantenuti in FI un punteggio di demerito
significativamente maggiore (p<0,05) negli esemplari analizzati dopo tre e dopo cinque giorni di
conservazione (Figura 78 e Tabella 57).
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Figura 78. Valutazione sensoriale degli esemplari di A. foliacea durante il periodo di
conservazione in Flake Ice (FI) e Creamy Ice® (CI)

Tabella 57. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati dell’analisi sensoriale mostrati in Figura 78

T1 T3 T5 T7
FI a b/B c¢/B C
CI a a/A b/A C

Le lettere diverse minuscole (a, b, ¢) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione

L’utilizzo di quattro descrittori per ciascun attributo valutato ha consentito di osservare che le
variazioni che hanno determinato tali differenze significative tra i due diversi tipi di conservazione in
ghiaccio, hanno riguardato I’inscurimento del cefalotorace negli esemplari conservati in FI rispetto
agli esemplari conservati in CI. Al settimo giorno di conservazione (Figura 78) non sono state
osservate differenze significative tra i campioni conservati con le due diverse tipologie di ghiaccio,
che presentavano comunque caratteristiche sensoriali non piu accettabili, in accordo con quanto
riportato in letteratura per la stessa specie conservata in ghiaccio, per la quale viene indicato il
superamento della soglia di accettabilita dopo 6-7 giorni di conservazione [51]. In modo analogo in
letteratura viene riportato che esemplari di Fenneropenaeus chinensis conservati in regime di
refrigerazione a 4 °C risultano inaccettabili da un punto di vista sensoriale dopo 6 giorni di
conservazione [141], mentre per la specie Lifopenaeus vannamei il limite di accettabilita viene
individuato trai4 e i 5 giorni [142].

La valutazione della melanosi degli esemplari di 4. foliacea (Figura 79 e Tabella 58) ha consentito di
osservare un incremento significativo durante il periodo di conservazione sia in FI che in CI, mentre
differenze significative tra i due diversi trattamenti sono state osservate dopo tre giorni di
conservazione, con la presenza di una melanosi significativamente maggiore negli esemplari

conservati con FI. Risultati paragonabili sono stati osservati nel gambero nel corso di altri studi
[134,135]
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Figura 79. Valutazione della melanosi degli esemplari di A. foliacea durante il
periodo di conservazione in Flake Ice (FI) e Creamy Ice® (CI)

Tabella 58. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati della melanosi mostrati in Figura 79

Tl T3 T5 T7
FI a b/B c d
CI a b/A b b

Le lettere diverse minuscole (a, b, c, d) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione

La comparsa precoce di macchie nere sul cefalotorace dei campioni analizzati, mantenuti in FI e CI,
puo essere anche attribuita alla loro stagione di cattura: gli esemplari oggetto di studio sono stati
infatti catturati in autunno, stagione che, come viene riportato in letteratura coincide con il ciclo di
muta dei gamberi [132], associato alla precoce comparsa di macchie nere nella regione cefalotoracica
[133].

In Figura 80 sono mostrate le foto degli esemplari utilizzati per 1’analisi sensoriale.
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Figura 80. Esemplari di A. foliacea durante il periodo di conservazione in Flake Ice (FI) e
Creamy Ice® (CI).

Analisi chimico-fisiche correlate alla shelf life

Colore

In relazione al colore, mostrato in Figura 81, differenze statisticamente significative (p<0,05) sono
state osservate in termini di luminosita (L*) tra i due trattamenti al terzo giorno di conservazione
(T3), con valori piu bassi negli esemplari conservati in FI e piu alti in quelli conservati in CI mentre

nessuna differenza statisticamente significativa ¢ stata osservata successivamente (Figura 8la e
Tabella 59).
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Figura 81. Analisi del colore del cefalotorace di esemplari di A. foliacea durante il periodo
di conservazione in Flake Ice (FI) e Creamy Ice® (CI). a) Andamento dei valori del parametro
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L*; b) Andamento dei valori del parametro a*; c) Andamento dei valori del parametro b*; d)
Andamento dei valori del parametro AE; e) Indice di bianchezza (WI).

Tabella 59. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati del colore mostrati in Figura 81

L*
Tl T3 T5 T7
FI b a/A b b
CI B
a*
Tl T3 T5 T7
FI b b a/A a
CI b b b/B a
b*
Tl T3 T5 T7
FI c b/A b a
CI b b/B b a
AE
Tl T3 T5 T7
FI a b bc/A c
CI a b b/B c
WI
Tl T3 T5 T7
FI ab a/A b b
CI B

Le lettere diverse minuscole (a, b, ¢) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti nello stesso giorno di consevazione

Relativamente al parametro a*, che nei valori positivi indica I’intensita del colore rosso, nei campioni
CI sono stati registrati i valori piu elevati, con differenze statisticamente significative tra i due
trattamenti limitatamente al TS5 (p<0,05) (Figura 81b e Tabella 59).

Allo stesso modo i valori relativi al parametro b*(valori positivi intensita di giallo e valori negativi
intensita di blu) si sono mantenuti piu alti nei campioni conservati in CI con differenze statisticamente
significative tra i due trattamenti limitatamente al T3 (p<0,05) (Tabella 59). La valutazione dell’indice
di bianchezza (WI) ha mostrato differenze significative tra i due tipi di trattamento dopo tre giorni di
conservazione, non presentando successive differenze (p<0,05). Nella valutazione del colore, le
differenze significative rilevate (Figura 81), nel corso dello studio, sono correlabili, come suggerito
in letteratura, alla piu marcata melanosi osservata negli esemplari conservati in FI rispetto agli
esemplari in CI [136].

Tessitura

I dati analitici relativi alla tessitura degli esemplari di 4. foliacea, valutata attraverso lo studio di due
parametri, modulo di Young o modulo di deformabilita e Hardness o durezza del tessuto, sono
mostrati in Figura 82.
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Figura 82. Analisi della tessitura di esemplari di A. foliacea durante il periodo di conservazione in Flake Ice (FI) e
Creamy Ice® (CI). a) Andamento dei valori del Modulo di Young, b) Andamento dei valori dell’Hardness.

Tabella 60. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati della tessitura mostrati in Figura 82

Modulo di Young

Tl T3 T5 T7
FI c a a/A b
CI B

Hardness

Tl T3 T5 T7
FI c a a/A b
CI b a ab/B a

Le lettere diverse minuscole (a, b c¢) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti nello stesso giorno di conservazione

Nei campioni conservati in FI i valori del Modulo di Young sono diminuiti dopo cinque giorni di
conservazione, differendo in modo statisticamente significativo dal T1 (p<0,05) (Figura 82 e Tabella
60), mentre nei campioni conservati in CI non sono state osservate differenze statisticamente
significative durante la shelf life (Figura 82 e Tabella 60).

Per quanto riguarda i valori di Hardness tale parametro, in entrambi i trattamenti, tende a diminuire
lungo il periodo di shelf life, con differenze statisticamente significative a partire dal terzo giorno di
conservazione (p<0,05) (Figura 82 e Tabella 60). Anche per quanto riguarda /’Hardness sono state
osservate differenze statisticamente significative tra campioni mantenuti in FI rispetto a quelli in CI
soltanto dopo cinque giorni di conservazione.
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Come evidenziato anche dalla valutazione strumentale della tessitura, durante la conservazione in
ghiaccio possono verificarsi dei processi degradativi nel muscolo dei prodotti ittici che tendono a
rendere il tessuto pitt molle e meno compatto [74]. Tali valutazioni sono da tenere in considerazione
poiché la texture non ¢ solo un'importante proprieta sensoriale del gambero, ma anche uno dei
parametri importanti per l'accettabilita da parte del consumatore [131].

pH
I valori di pH registrati durante i 7 giorni di conservazione in ghiaccio degli esemplari di A. foliacea
sono mostrati in Figura 83.
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Figura 83. Valori di pH della parte edibile di A. foliacea durante il periodo di
conservazione in Flake Ice (FI) e Creamy Ice® (CI).

Tabella 61. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati del pH mostrati in Figura 83

T1 T3 T5 T7
FI a b c/B d
CI a b c/A d

Le lettere diverse minuscole (a, b, ¢, d) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione

I dati ottenuti nel corso di questo studio hanno mostrato, un incremento significativo dei valori di pH
(Tabella 61) nel corso della shelf life, per entrambe le tipologie di conservazione in ghiaccio, in modo
analogo a quanto osservato in letteratura sulla stessa specie conservata in ghiaccio con le tecniche di
conservazione abitualmente impiegate nel mediterraneo [52].

L'aumento del pH nei crostacei, ¢ associato al rilascio di composti ammoniacali [52]. L’aumento del
pH durante la refrigerazione puo essere correlato all’accumulo di basi volatili per azione di enzimi
endogeni o microbici [88]. Inoltre, il valore del pH ¢ considerato un parametro importante per valutare
il deterioramento del pesce durante la conservazione in ghiaccio e in letteratura viene riportato che
variazioni di pH superiori a 0,2 unita suggeriscono un deterioramento del prodotto [3]. Nel corso del
presente studio, un incremento del valore di pH superiore a 0,2 unita ¢ stato registrato sia per i
campioni conservati in FI, che in CI, in confronto al TO, dopo 5 giorni di conservazione (Tabella 61);
cido suggerisce una perdita delle caratteristiche di freschezza come confermato anche dall’analisi
sensoriale (Figura 78).
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Water Holding Capacity

I risultati delle analisi volte alla valutazione del parametro WHC sono mostrati in Figura 84 e hanno
evidenziato come i valori registrati non abbiano presentato differenze significative nel corso della
conservazione in CI e in FI. Sono state osservate differenze significative tra i campioni conservati
con le due diverse tipologie di ghiaccio dopo un giorno e dopo cinque giorni di conservazione, con
una maggiore capacita di trattenere I’acqua da parte dei campioni conservati in CI. Tale osservazione
puo essere correlata alle differenze osservate relativamente alla tessitura (Figura 82).
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Figura 84. Andamento dei valori di Water Holding Capacity (WHC) della parte
edibile di A. foliacea durante il periodo di conservazione in Flake Ice (FI) e Creamy
Ice® (CI).

Tabella 62. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati della WHC mostrati in Figura 84

Tl T3 T5 T7
FI A A
CI b/B ab b/B a

Le lettere diverse minuscole (a, b) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione

La capacita di trattenere l'acqua (WHC) ¢ un parametro di qualita importante dal punto di vista
commerciale poiché influisce sull’aspetto e la consistenza del pesce e quindi sul grado di accettabilita
da parte del consumatore. Un basso valore di WHC ¢ spesso legato a cambiamenti strutturali post
mortem nel muscolo che includono principalmente la degradazione del reticolo dei miofilamenti, la
denaturazione della miosina e ’aumento dello spazio extracellulare, con effetti negativi sulla tessitura
L’andamento di tale parametro dipende dalle modalita di conservazione e dalla specie. In generale,
la conservazione dei prodotti ittici a basse temperature consente di ridurre la perdita di acqua, tuttavia,
la formazione di cristalli di ghiaccio durante la conservazione accelera la distruzione della struttura
del tessuto, con conseguente riduzione della WHC [1].

In letteratura vengono riportati dati diversi relativamente all’effetto del CI sulla WHC [65]. Quindi,
poiché la capacita di trattenere 1’acqua ¢ strettamente correlata alle proprieta strutturali del tessuto
muscolare, i dati ottenuti nel corso di questo studio suggeriscono che le diverse tipologie di ghiaccio
impiegate non determinino cambiamenti rilevanti nella microstruttura della carne, quantomeno nella
fase finale della shelf life.
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Contenuto di Sodio

Le analisi condotte hanno consentito di osservare come il contenuto di sodio aumenti in maniera
statisticamente significativa (p<0,05) durante I’intero periodo di conservazione nei campioni di 4.
foliacea mantenuti in CI, mentre non sono state osservate differenze significative negli esemplari
mantenuti in FI. Il contenuto di sodio degli esemplari conservati in CI, ¢ risultato piu elevato (p<0,05)
(Figura 85 e Tabella 63) rispetto ai campioni mantenuti in FI
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Figura 85. Contenuto di sodio (g Na+/100g) della parte edibile di A. foliacea durante il periodo di
conservazione in Flake Ice (FI) e Creamy Ice® (CI).

Tabella 63. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati del Sodio mostrati in Figura 85

T1 T3 T5 T7
FI A A A A
CI a/B b/B be/B c/B

Le lettere diverse minuscole (a, b, ¢) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione

L’effetto del ghiaccio fluido, contenente NaCl, sull’incremento del contenuto di sodio, osservato nel
corso del presente studio, trova riscontro con quanto osservato in letteratura in altre specie ittiche
conservate con slurry Ice [76—80].

Attivita dell’acqua (aw)
I risultati delle analisi relative all’attivita dell’acqua sono mostrati in Figura 86.
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Figura 86. Andamento dell attivita dell’acqua (parametro adimensionale) della parte
edibile di A. foliacea durante il periodo di conservazione in Flake Ice (FI) e Creamy
Ice® (CI).

Tabella 64. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati dell’aw mostrati in Figura 86.

T1 T3 T5 T7
FI a b/B c/B d
CI a a/A b/A [

Le lettere diverse minuscole (a, b, ¢, d) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione

I valori osservati dell’attivita dell’acqua nel corso della prova di shelf life, per entrambe le tipologie
di conservazione in ghiaccio, hanno mostrato un incremento significativo (p<0,05). Inoltre, gli
esemplari conservati in FI hanno presentato valori significativamente piu elevati (p<0,05) dopo tre e
dopo cinque giorni di conservazione, mentre al termine della prova di shelf life i due diversi
trattamenti non sembrano aver influenzato tale parametro (Tabella 64).

L’analisi dell’attivita dell’acqua consente di valutare 1’indice di disponibilita dell’acqua di un
alimento durante la sua conservazione ed in tal senso ¢ indicativa della stabilita chimica,
microbiologica ed enzimatica dell’alimento stesso. Tale parametro, infatti, ¢ il principale responsabile
della modulazione della risposta microbica, interferendo anche sulla tipologia di microrganismi che
possono svilupparsi negli alimenti [81,82]. L’attivita dell’acqua, non il contenuto d'acqua, viene
correlata con la crescita batterica e, per tali motivi, viene utilizzata in molti casi, dalle industrie
alimentari, come punto critico di controllo per i programmi di analisi dei rischi e dei punti critici di
controllo (HACCP) rappresentando, quindi, un utile strumento per valutare la qualita e la sicurezza
di un alimento [83].

TVBN

I risultati delle analisi volte alla valutazione delle componenti di degradazione della frazione azotata
hanno mostrato come in entrambe le tipologie di conservazione in ghiaccio, nell’arco del periodo di
valutazione della shelf life 1 valori di TVBN (Figura 87 e Tabella 65) si siano mantenuti al di sotto
del limite di accettabilita di 25 mg TVBN/100g indicato per le specie a ridotto contenuto lipidico [62]
(Figura 87).
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Figura 87. Andamento dei valori di TVBN della parte edibile di A. foliacea durante il
periodo di conservazione in Flake Ice (FI) e Creamy Ice® (CI).

Tabella 65. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati del TVBN mostrati in Figura 87

T1 T3 T5 T7
FI a a/B a/B b/B
CI b a/A a/A c/A

Le lettere diverse minuscole (a, b, c,) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione

Nei campioni conservati in FI il contenuto di TVBN ha mostrato un incremento significativo (p<0,05)
a partire dal T1 mentre nei campioni conservati in CI un incremento significativo del TVBN ¢ stato
registrato al termine della prova rispetto al primo giorno di campionamento (Figura 87 e Tabella 65).
Inoltre il confronto tra le due tipologie di trattamento ha rivelato che nei campioni conservati in FI i
valori di TVBN sono risultati significativamente piu alti (p<0,05) rispetto ai valori osservati nei
campioni in CI gia dopo 3 giorni di conservazione e fino al termine della prova (Tabella 65),
evidenziando come la tipologia di ghiaccio innovativo abbia rallentato in modo significativo la
formazione di TVBN con valori significativamente piu bassi nei campioni in CI (Figura 87 e Tabella
65). Tali informazioni risultano rilevanti considerato che il TVBN ¢ ritenuto un parametro importante
per la valutazione della qualita dei prodotti ittici, strettamente correlato all'attivita microbica, e il
controllo di tale parametro ¢ importante per garantire la sicurezza e prolungare la durata di
conservazione dei prodotti della pesca [1]. Un contenuto significativamente piu elevato di TVBN nei
campioni conservati in FI rispetto alla conservazione in CI ¢ stato riportato in letteratura anche per
altre specie di gambero delle quali ¢ stata studiata la shelf life in modo comparativo con le due
tipologie di ghiaccio (FI e CI) [21]. Livelli di TVBN significativamente piu bassi vengono attribuiti
all'inibizione della crescita dei microrganismi e delle reazioni autolitiche muscolari con trattamento
con slurry ice, il che suggerisce un’azione migliorativa dell’uso del ghiaccio innovativo sulla qualita
del gambero [21].

MDA
I risultati delle analisi per la valutazione del contenuto di malondialdeide (MDA), correlato alla
degradazione della componente lipidica, sono mostrati in Figura 88.
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Figura 88. Andamento dei valori di MDA della parte edibile di A. foliacea durante il
periodo di conservazione in Flake Ice (FI) e Creamy Ice® (CI).

Tabella 66. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati dell’ MDA mostrati in Figura 88.

T1 T3 T5 T7
FI a a a b/B
CI /A

Le lettere diverse minuscole (a, b) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione

Nei campioni in FI ¢ stato osservato un incremento significativo del contenuto di MDA soltanto dopo
sette giorni di conservazione (p<0,05 Figura 88 e Tabella 66). Gli esemplari conservati in CI, invece,
non hanno mostrato differenze significative durante la shelf life (Figura 88 e Tabella 66). Differenze
statisticamente significative (p<0,05) sono state osservate tra i campioni conservati in FI e quelli in
ghiaccio innovativo, con valori inferiori in quest’ultimi, soltanto al termine della valutazione della
shelf life (T7) (Tabella 22). Risultati paragonabili sono stati osservati nel gambero sottoposto a due
diversi regimi di conservazione in ghiaccio (ghiaccio a scaglie e slurry ice) [21].

L’incremento del contenuto di MDA nei prodotti ittici indica la formazione di prodotti di ossidazione
lipidica secondaria [84]. La perossidazione lipidica, corrispondente al deterioramento ossidativo degli
acidi grassi polinsaturi del tessuto muscolare, porta inoltre alla produzione di sapori e odori
sgradevoli, riducendo in tal modo la durata di conservazione, e, in tale contesto, I’'uso del ghiaccio
innovativo nella conservazione del gambero pud rappresentare un valido strumento per ridurre
I’ossidazione lipidica [21]

Tuttavia va sottolineato che irisultati dell’analisi del contenuto di MDA nel corso della prova di shelf
life, hanno mostrato valori molto bassi in tutti i campioni analizzati. I risultati ottenuti, paragonabili
ai dati presenti in letteratura nel gambero [141] sono indicativi di un basso grado di ossidazione negli
esemplari oggetto di studio, probabilmente dovuto anche al ridotto contenuto lipidico di quest’ultimi,
cosi come osservato nel corso di altri studi [ 140].

Analisi microbiologiche

Le analisi microbiologiche sono state condotte dal Laboratorio Idrolab Consult s.a.s, a cui venivano
consegnati, da parte di operatori della Bio&Tec Soc. Coop. arl, durante la valutazione della shelf life
i campioni di pesce opportunamente prelevati e conservati. [ risultati delle valutazioni
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microbiologiche, condotte con metodologie accreditate, sono riportati nel rapporto di prova
corrispondente all’allegato 7.

I risultati delle analisi microbiologiche degli esemplari di 4. foliacea nel corso della valutazione della
shelf life sono mostrati in Figura 8§9.
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Figura 89. Analisi microbiologiche (conta dei microorganismi a 30 °C) espressi in
log CFU/g degli esemplari di A. foliacea durante il periodo di conservazione in Flake
Ice (FI) e Creamy Ice® (CI). (Allegato 7: Esame microbiologico P. longirostris e A.
foliacea: Conta dei microrganismi a 30 °C).

Tabella 67. Analisi statistica (ANOVA) condotta sui dati dell’analisi microbiologica mostrati in Figura 89

T1 T3 T5 T7
FI a/B a/B b/B a
CI A A A

Le lettere diverse minuscole (a, b) per riga indicano differenze significative
(p<0,05) all'interno dello stesso trattamento durante la shelf life.

Le Lettere diverse maiuscole (A, B) per colonna indicano differenze significative
(p<0,05) tra i trattamenti allo stesso giorno di consevazione

Come ¢ possibile osservare, la carica microbica degli esemplari conservati in CI non ha mostrato
variazioni significative nel tempo, mentre negli esemplari conservati in FI ¢ stato osservato un
incremento significativo al TS (Figura 89 e Tabella 67).

La carica microbica nei campioni mantenuti in CI ¢ stata significativamente piu bassa rispetto ai
campioni mantenuti in FI (p<0,05) fino al quinto giorno di conservazione. Questo risultato evidenzia
come, in accordo con quanto presente in letteratura, I’utilizzo del CI abbia rallentato lo sviluppo di
microrganismi durante la shelf life [33].

Per I’intero periodo di shelf life, nessuno dei campioni analizzati, ha presentato valori superiori al
limite normativo della conta dei microorganismi a 30 °C, indicato in 10° cfu/g (3 log cfu/g) nel
Regolamento CE 2073/2005 e ss.mm (Figura 89) [94] e al limite suggerito in letteratura come limite
di accettabilita, relativamente alla conta dei batteri mesofili, nei prodotti freschi della pesca [1].

Conclusione

Nel corso dei 7 giorni di valutazione della shelf life degli esemplari di 4 foliacea, conservati in F1 e
CI, la valutazione sensoriale ha evidenziato come, per entrambe le tipologie di conservazioni in
ghiaccio, dopo sette giorni di conservazione, siano stati superati i limiti di accettabilita, in accordo
con quanto riportato in letteratura per la stessa specie, conservata in ghiaccio [51]. Tuttavia gli
esemplari conservati in CI hanno presentato, nel corso della shelf life, caratteristiche sensoriali
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migliori in confronto agli esemplari conservati in FI: infatti, quest’ultimi hanno mostrato una
significativa riduzione delle caratteristiche sensoriali, tipiche del prodotto appena pescato, gia dopo
tre giorni di conservazione, mentre per gli esemplari sottoposti al trattamento in CI cio si € verificato
dopo cinque giorni di conservazione. Allo stesso modo, gia dopo tre giorni di conservazione, gli
esemplari conservati in FI hanno mostrato la presenza di una melanosi significativamente maggiore
rispetto agli esemplari conservati in CI.

La valutazione delle caratteristiche di qualita del prodotto, in termini di analisi strumentale del colore
e tessitura della carne, parametri indicativi di importanti proprieta sensoriali del gambero, che
influiscono notevolmente sulle scelte dei consumatori, ha consentito di osservare che le due diverse
metodiche di conservazione in ghiaccio hanno determinato differenze statisticamente significative
soltanto nel periodo intermedio della valutazione della shelf life (T3 e T5), non mostrando alcuna
influenza su tali parametri dopo sette giorni di conservazione, quando le caratteristiche sensoriali
degli esemplari analizzati non erano piu accettabili.

In particolare, le differenze significative rilevate nella valutazione del colore sono correlabili, come
suggerito in letteratura [134,135], alla piu marcata melanosi osservata negli esemplari conservati in
FI rispetto agli esemplari in CI.

Relativamente ai parametri biochimici correlati alla shelf life, nel presente studio ¢ stato osservato
che i campioni mantenuti in CI presentavano un contenuto di TVBN significativamente piu basso nel
periodo della valutazione della shelf life, rispetto ai campioni mantenuti in FI. Tali risultati, come
anche evidenziato dai valori di pH e della conta microbica, indicano presumibilmente un effetto
migliorativo del trattamento con CI sulle caratteristiche sensoriali e di sicurezza dei prodotti della
pesca. Allo stesso modo, il trattamento in CI ha avuto un effetto positivo nel prevenire la formazione
dei prodotti di degradazione lipidica secondaria, come mostrato dal contenuto di MDA. Infatti, nei
campioni in FI ¢ stato osservato un incremento del contenuto di MDA dopo sette giorni di
conservazione, con valori che differivano in modo statisticamente significativo rispetto al T1, mentre
gli esemplari conservati in CI hanno presentato un contenuto di MDA che si ¢ mantenuto costante nel
corso del periodo di conservazione. Differenze statisticamente significative sono state osservate tra i
campioni conservati in FI e quelli in CI, con valori inferiori in quest’ultimi, soltanto al termine della
valutazione della shelf life. Come viene riportato in letteratura I'uso del slurrry ice, nella
conservazione del gambero, puo rappresentare un valido strumento per ridurre I’ossidazione lipidica
[21]. Tuttavia, va sottolineato che i risultati dell’analisi del contenuto di MDA, paragonabili ai dati
presenti in letteratura [ 141], sono indicativi di un basso grado di ossidazione lipidica, negli esemplari
oggetto di studio, probabilmente dovuto anche al ridotto contenuto lipidico di questi ultimi [140].

In conclusione ¢ possibile affermare che il trattamento in CI degli esemplari di 4. foliacea ha mostrato
alcuni effetti positivi sul mantenimento della qualita e della freschezza, in particolar modo fino a
cinque giorni di conservazione. La conservazione in CI di tale specie, di grande rilevanza dal punto
di vista commerciale, pud essere considerata quindi una tecnica potenzialmente utile per migliorarne
la shelf life; tuttavia, cosi come per le altre specie target analizzate nel corso della ricerca, va
evidenziato che negli esemplari trattati con CI ¢ stato osservato un aumento significativo del
contenuto di sodio nel periodo oggetto di studio, dovuto, come anche evidenziato in letteratura, alla
presenza del cloruro di sodio nel CI [76-80].
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Allegato 1: Esame microbiologico S. pilchardus: Conta
dei microrganismi a 30 °C
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Rapporto di prova n° BTA 371/20

Richiedente COSVAP- DISTRETTO DELLA PESCA E CRESCITA BLU

Indirizzo Area Porto Nuovo-Lungomare Fata Morgana (snc) Presso Mercato Ittico- Agroalimentare - 91026 Mazara del Vallo (Tp)

Data Referto 23/11/2020

Campione/i Tessuto di pesce: Sarde

Campionamento’ A cura del richiedente Effettuato 05/11/2020

Data ricevimento campione 05/11/2020

Data inizio e fine analisi INIZIO: 05/11/2020 FINE: 20/11/2020

Temperatura al ricevimento Dal,5°C a 3,8°C

Richiesta Esame microbiologico: Conta dei microrganismi a 30 °C

Note Metodo di prova: UNI EN ISO 4833-1:2013

Risultato’>
(UFCl/g)
Contrassegnato To 05/1112020) T, T; Ts Ty Ty,
Creamy 1 180 240 130 20 160 4.100
Creamy 2 270 360 80 30 240 7.400
Logaritmo del valore medio 2,4 2,5 2,0 1,4 23 3,8
Risultato'”
(UFCl/g)

Contrassegnato To (05/11/2020) Tl T3 T6 T9 le
Flake 1 340 120 60 10 750 12.000
Flake 2 410 140 120 30 390 8.800
Logaritmo del valore medio 2,6 2,1 2,0 1,3 2,8 4,0
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1l grafico, elaborato con in dati in scala logaritmica, mostra l’andamento dei mesofili nelle sarde trattate con le due diverse tipologie di
ghiaccio in un arco temporale di 12 giorni.

N.B.1: ivalori riportati si riferiscono al campione sottoposto ad analisi.

N.B.2: non ¢ oggetto di accreditamento. Il campionamento, qualora eseguito da personale Idrolab, é stato condotto secondo PG 7.3 — CAMPIONAMENTO.

Le informazioni indicate nei campi: Contrassegnato, Data campionamento, Campionamento effettuato da (nel caso di campionamento effettuato dal cliente) sono fornite dal cliente, pertanto il
laboratorio su tali informazioni declina ogni responsabilita. I risultati analitici si riferiscono solo ed esclusivamente al campione cosi come ricevuto.

N.B.3: N.A. = Non applicabile; Ass. = assente; U. M.= unita di misura.

L'incertezza di misura associata ai risultati delle prove microbiologiche é espressa come incertezza estesa secondo la 1SO 19036:2019 (p 95% K=2), ovvero come Intervallo di fiducia secondo la
UNI EN ISO 8199:2008.-

Per le prove chimiche é espressa come incertezza estesa secondo JCGM 100:2008.
Essa e ottenuta moltiplicando l'incertezza tipo per il fattore di copertura k corrispondente ad un livello di fiducia del 95% (Fattore k = 2)

N.B.4:la presenza del simbolo * ad apice del parametro indica che la prova non é accreditata da ACCREDIA.

Inoltre il documento non puo essere riprodotto parzialmente salvo approvazione scritta del laboratorio.

FINE RAPPORTO DI PROVA
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Valutazione degli effetti dell’utilizzo di “Creamy Ice®” sulla qualita e la conservabilita dei prodotti della pesca e dell’acquacoltura

Allegato 2: Esame microbiologico E. encrasicolus: Conta
dei microrganismi a 30 °C
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Rapporto di prova n°
Richiedente

Indirizzo

Data Referto

Campione/i
Campionamento’

Data ricevimento campione
Data inizio e fine analisi
Temperatura al ricevimento
Richiesta

IDROLAB

Consult s.a.s.

Sede amministrativa e laboratorio
Via Isolella n° 50 91100 Trapani

B 0923-24622 — fax 0923 437084
P.1VA 01481110813 — CCIAA 85713
E-mail: idrolab@idrolab.com
web site: www.idrolab.com

A o

’/l’lllll\\‘\\\\

ACCREDIA X
UENTE ITALIANO DI ACCREDITAMENTO -

LAB N° 1040 L

Aut. Ministero della Sanita P.700.7.A/.59.423/0851- D.L.531/92 — D.L. 286/94 Aut. Ministero aetia danita r.700.7/59.423/2131 D.P.R. 227/92 —

D.Lgs. 530/92D.Lgs. 537/92 — 65/93 — D.P.R. 54/97- D.P.R. 309/98.

BTA 384/20

COSVAP- DISTRETTO DELLA PESCA E CRESCITA BLU
Area Porto Nuovo-Lungomare Fata Morgana (snc) Presso Mercato Ittico- Agroalimentare - 91026 Mazara del Vallo (Tp)

01/12/2020

Tessuto di pesce: Alici
A cura del richiedente

13/11/2020

INIZIO: 13/11/2020
Dal,5°C a 3,8°C
Esame microbiologico: Conta dei microrganismi a 30 °C

Effettuato 13/11/2020

FINE: 28/11/2020

Note Metodo di prova: UNI EN ISO 4833-1:2013
Risultato'”
(UFCl/g)
Contrassegnato To (13111/2020) T, T; Ts Ty Ty,
Creamy 1 320 680 240 3.500 5.500 16.000
Creamy 2 80 390 380 1.500 4.000 14.000
Risultato!”
(UFC/g)
Contrassegnato To (05/11/2020) Tl T3 T6 T9 le
Flake 1 120 310 100 3.600 4.200 13.000
Flake 2 710 840 230 1300 3.800 13.000
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1l grafico, elaborato con i dati in scala logaritmica, mostra I’andamento dei mesofili nelle Alici trattate con le due diverse tipologie di
ghiaccio in un arco temporale di 12 giorni.

N.B.1: ivalori riportati si riferiscono al campione sottoposto ad analisi.

N.B.2: non e oggetto di accreditamento. Il campionamento, qualora eseguito da personale Idrolab, é stato condotto secondo PG 7.3 — CAMPIONAMENTO.

Le informazioni indicate nei campi: Contrassegnato, Data campionamento, Campionamento effettuato da (nel caso di campionamento effettuato dal cliente) sono fornite dal cliente, pertanto il
laboratorio su tali informazioni declina ogni responsabilita. I risultati analitici si riferiscono solo ed esclusivamente al campione cosi come ricevuto.

N.B.3: N.A. = Non applicabile; Ass. = assente; U. M.= unita di misura.

L'incertezza di misura associata ai risultati delle prove microbiologiche é espressa come incertezza estesa secondo la I1SO 19036:2019 (p 95% K=2), ovvero come Intervallo di fiducia secondo la
UNI EN ISO 8199:2008.-

Per le prove chimiche é espressa come incertezza estesa secondo JCGM 100:2008.

Essa e ottenuta moltiplicando l'incertezza tipo per il fattore di copertura k corrispondente ad un livello di fiducia del 95% (Fattore k = 2)

N.B.4:la presenza del simbolo * ad apice del parametro indica che la prova non é accreditata da ACCREDIA.

Inoltre il documento non puo essere riprodotto parzialmente salvo approvazione scritta del laboratorio.

FINE RAPPORTO DI PROVA
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SUPERICE: SUPPORTO E PROMOZIONE DELLA RICERCA E DELL’INNOVAZIONE NELLA CONSERVAZIONE E
COMMERCIALIZZAZIONE DEI PRODOTTI DELLA PESCA IN SICILIA
Valutazione degli effetti dell’utilizzo di “Creamy Ice®” sulla qualita e la conservabilita dei prodotti della pesca e dell’acquacoltura

Allegato 3: Analisi del contenuto di Istamina su S.
pilchardus e E. encrasicolus salata
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SUPERICE: SUPPORTO E PROMOZIONE DELLA RICERCA E DELL’INNOVAZIONE NELLA CONSERVAZIONE E
COMMERCIALIZZAZIONE DEI PRODOTTI DELLA PESCA IN SICILIA
Valutazione degli effetti dell’utilizzo di “Creamy Ice®” sulla qualita e la conservabilita dei prodotti della pesca e dell’acquacoltura

Allegato 4: Procedura per la determinazione
dell’istamina su S. pilchardus e E. encrasicolus salata

Consorzio Universitario della Provincia di Trapani 130
Istituto di Biologia Marina
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Scopo e campo di applicazione

Il metodo consente la ricerca dellistamina mediante cromatografia in fase liquida ad elevate
prestazioni (HPLC) nei prodotti della pesca freschi, refrigerati, preparati, trasformati.,conservati,

congelati.

Documenti di riferimento

* MANUALE QUALITA

= IO VAL. MET.: Procedure di validazione dei metodi interni

= ISO/IEC/EN 17025:2018 Requisiti generali per la competenza dei laboratori di prova e taratura

= AL. Cinquina, F. Longo, A. Cali, L. De Santis, R. Baccelliere, R. Cozzani - "Validation and
comparison of analytical methods fior determination of histamine in tuna fish samples " - Journal
of Chromatography A., 1032 (2004) 79 - 85

*= Regolamento (CE) N. 1441/2007 della Commissione del 5 dicembre 2007 che modifica il
Regolamento (CE) N.2073/2005 sui criteri Microbiologici applicabili ai prodotti Alimentari.

*= Regolamento UE 1019/2013 del 23 ottobre 2013, che modifica l'allegato I, capitolo I del
Regolamento CE n. 2073 /2005 relativo all’istamina nei prodotti della pesca.

Definizioni

L'istamina € una ammina biogena, con caratteristiche tossiche, che deriva dalla decarbossilazione

dell'amminoacido istidina ad opera di batteri proteolitici.

Abbreviazioni
= HPLC =High Performance Liquid Chromatography
= UV= ultravioletto
* Amax=lunghezza d'onda del massimo di assorbimento nello spettro UV.
" p.a= reagente puro per analisi
= RL= Responsabile laboratorio
= RQ= Responsabile qualita
* MQ= Manuale qualita

Responsabilita

I1 Responsabile del Laboratorio ha la responsabilita di:

= garantire la corretta applicazione della presente procedura;

= affidare l'esecuzione della presente procedura a personale opportunamente addestrato;

= controllare la correttezza dei risultati e la verifica degli stessi.
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11 personale incaricato ha la responsabilita della corretta esecuzione della procedura operativa sopra
descritta, per le fasi di propria competenza.
Criteri operativi

Strumenti ed apparecchiature

= Bilancia analitica Mettler mod. AL 204, sensibilita 0.0001 mg

* Bilancia tecnica Scaltec mod. SAC 68, sensibilita 0.1 g

* Bagno ad ultrasuoni VWR International Mod. USC 200-2600

* Centrifuga ALC mod. 4222

=  Column oven HITACHI mod. L-2300

= Pump HITACHI mod. L-2130

= UV detector HITACHI mod. L-2400

* Colonna cromatografica purospher STAR RP-18 endcapped (5pm) o similari
* Tubi da centrifuga in polipropilene dal5ml e 50 ml, graduati, con tappo a vite
=  Matracci tarati da 10, 50 e da 100 ml di vetro classe A

* Imbuti di vetro diametro 6 cm

= Carta da filtro rapida

=  Microfiltri 0.45 ~tm, 25 mm

* Siringa Hamilton per HPLC o equivalente.

Stato della taratura degli strumenti utilizzati nella prova
Le apparecchiature di prova e misura soggette a taratura, indicate in questa MP dispongono di

certificati di taratura validi.

Reagenti, materiali di riferimento
= Acido perclorico p.a.
= Acetonitrile per HPLC
= Potassio monofosfato p.a
= Potassio difosfato triidrato p.a
= Acido decansolfonico p.a.
= Acqua deionizzata
* Standard di Istamina dicloridrato, purezza minima 98%
= Solvente di estrazione: acido perclorico 6%
= Acetonitrile per HPLC
= Metanolo per HPLC
= Soluzione tampone fosfato a pH 6.9 (1,70 g di KH>POy4,2,85 g di KoHPO4*3H>O e 0,49 g di

C10H210s5Na in 1 L di acqua)
Approvato da: F. Scaglione [T REINE]
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= Soluzione standard di Istamina a 1 mg/ml
= Fase mobile [Soluzione tampone fosfato a pH 6.9 76% + Metanolo 12% + Acetonitrile 12%]
= Sodio cloruro p.a.

= Ac. Cloridrico 0.1 N

Misure di sicurezza dell’operatore:
Vedere istruzione operativa misure di sicurezza in laboratorio

Luogo di lavoro e condizioni ambientali
* Le attrezzature di laboratorio, le aree di prova, le sorgenti di energia, illuminazione,
condizionamento e ventilazione hanno prestazioni adeguate alle prove accreditate.
= Il laboratorio garantisce che nei locali di prova sussistano le seguenti condizioni ambientali:
- temperature tra 18° C e 27° C;
- ventilazione adeguata.
* Le condizioni sopra descritte vengono realizzate per mezzo di sistemi di condizionamento
(impianto di riscaldamento e di climatizzazione, condizionatori,ecc.).
* ] parametri sopra elencati vengono controllati mediante I'uso di termometri che sono giornalmente
consultati dagli operatori per verificarne la corrispondenza ai valori prefissati.
= | valori letti giornalmente, nel caso in cui non rientrino nei range specificati, vengono segnalati al
RL che potra aprire una NC e procedere in due modi: gestire il laboratorio stesso in autonomia (es.
nuova curva di taratura, sostituzione della colonna) oppure chiedere l'intervento della ditta

esterna in casi piu gravi.

Preparazione dei campioni da sottoporre alla prova
a) Prodotti ittici non confezionati

Prelevare parte del campione da diversi punti dello stesso, in modo da ottenere un sub-campione
di almeno 50g, rappresentativo del prodotto in esame, omogeneizzare.
b) Prodotti ittici salati
Lavare accuratamente il pesce salato con una soluzione satura di cloruro di sodio. Porre il
campione in un setaccio a larghe maglie per almeno 10 minuti, in modo da ottenere un prodotto
ben sgocciolato.
¢) Prodotti ittici confezionati
Eliminare il pitt possibile i corpi estranei al prodotto ittico. Nel caso in cui i campioni siano
costituiti da prodotti ittici e liquidi (olio, liquidi di governo, ecc.), porre il campione in un setaccio
a larghe maglie per almeno 10 minuti, in modo da ottenere un prodotto ben sgocciolato.

Asciugare strizzando tale prodotto in carta bibula
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Modalita di esecuzione della prova
=  FEstrazione

71 Pesare alla bilancia analitica circa 10 g di campione omogeneizzato con I'approssimazione di 0,1 mg
in un provettone per centrifuga e 10 g di campione per il fortificato.

Addizionare al campione da fortificare 1 ml della soluzione standard a 1000 mg/1
Aggiungere 10 ml di acido perclorico al 6%

Omogeneizzare al vortex per 1 min e porre in bagno a ultrasuoni per 10 minuti
Travasare in due tubi da centrifuga da 15 ml e tappare

Centrifugare per 15 minuti a 3000 rpm.

Recuperare il surnatante e trasferirlo in un matraccio tarato da 50 ml.

Ripetere le ultime due operazione per altre due volte

Portare a volume con acido perclorico al 6%

Filtrare la soluzione su carta da filtro rapida

Filtrare la soluzione su microfiltro da 0,45 pm.

g4 4 4 a4 4 41 a4 d4 a1 1

Caricare la siringa ed iniettare

» Dosaggio
71 Condizionare la colonna con la fase mobile a temperatura di 30°C per circa un'ora.

1 Controllare i parametri relativi al corretto funzionamento del cromatografo (flusso, pressione,
lampada, linea di base) ed eseguire le operazioni di manutenzione quotidiana
71 Richiamare il Parameter file "DOSAGGIO ISTAMINA" o impostare manualmente le seguenti

condizioni strumentali:

71 Colonna: Colonna cromatografica purospher STAR RP-18 endcapped (5pm) o similari
7 Loop: 20pl
7 Flusso: 1.0 ml/minuto
7 Stop time: 20 minuti
71 Detector: UV (Amax =214 nm)
71 Modalita:Isocratica
7 Eluenti: Tampone a pH 6.9 +Metanolo per HPLC + Acetonitrile per HPLC
time flow %A %B %C %D
(min) (mL/min)
20.0 1.0 0,0 0.0 100.0 0.0

* Iniettare 20 pl di filtrato in HPLC
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Curva di taratura

Si costruisce la curva di taratura, su foglio excel, riportando l'area del picco in funzione della
concentrazione di analita, utilizzando cinque punti, oltre lo zero, corrispondenti alle
concentrazioni di istamina 10-50-100-200-400 mg/1 per le matrici prodotti ittici confezionati ed in
olio e prodotti ittici salati, mentre per la matrice del pesce fresco si utilizzano le seguenti
concentrazioni: 10-50-100-200 mg/1 Nel cosa in cui le letture non dovessero essere congrue al
valore di riferimento viene ripetuta la preparazione dei campioni e la lettura.

Se si utilizza una curva di taratura costruita in una seduta analitica diversa, occorre verificarne
l'accettabilita, mediante una soluzione standard (diversa da quella utilizzata durante la
costruzione della curva) all'interno del campo di linearita strumentale. Nel caso in cui il valore
ottenuto non rientra tra 200£20 mg/Kg viene ripetuta la preparazione dei campioni e la lettura.

Se le condizioni di accettabilita non sussistono, deve essere costruita una nuova curva di taratura.

Identificazione dell'istamina

Verificare l'identita dell'istamina dai dati cromatografici, in base al tempo di ritenzione secondo la
seguente relazione:

TR (c) = TR (s) £ 2.5 % minuti dove:

TR (c) = tempo di ritenzione dell'analita nel campione

TR (s) = tempo di ritenzione dell'analita nella soluzione di riferimento

verificare l'identita dell’analita mediante il seguente procedimento cromatografico. Un estratto
del campione da confermare viene additivato mediante aggiunta di quantitativo adeguato della
soluzione di taratura. Il quantitativo di analita aggiunto deve essere simile a quello stimato
rilevato nell’estratto del campione. Deve aumentare soltanto 1'altezza del picco dell’analita tenuto
conto sia del quantitativo aggiunto che della diluizione dell’estratto. L’ampiezza del picco, a meta
della sua altezza massima deve corrispondere all’altezza originale con uno scostamento massimo

del 10%.

= Determinazione quantitativa dell’analita
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0 Misurare I'area dei picchi relativa all’analita, mediante integrazione su curva di taratura su carta
millimetrata
o La concentrazione di istamina nel campione viene calcolata in base alla seguente formula:

C(s)*V
Cle)= e
P*R
dove
C(c) concentrazione di analita nel campione espressa in mg/Kg
C(s) concentrazione di analita nell'estratto campione (mg/I), determinata

per interpolazione sulla curva di taratura
\Y% volume finale in ml dell'estratto campione
p peso in grammi del campione
R recupero medio

Qualora la concentrazione dell'analita risultasse superiore al campo di misura si procede ad una
diluizione. La concentrazione reale nel campione viene cosi calcolata:

F = fattore di diluizione.

Validazione dei metodo ed incertezza di misura

»  Parametri di validazione

Secondo le modalita descritte nella I.O. VAL.MET

=  TIncertezza di misura
Secondo le modalita descritte nella sezione 5.4.6 del MQ,
Calcolare l'incertezza di tipo composta relativa

B = i) + &) + (i + (&) o

Calcolare l'incertezza tipo composta assoluta moltiplicando l'incertezza composta relativa per il
risultato delle misure y :

U =xy

Dai valori ottenuti, calcolare 'incertezza estesa del metodo per ogni livello di concentrazione
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U,=U,xt p=0,95(eff)
U,=U,xk

lﬁf = incertezza tipo composta relativa

y = valore medio di n misure di concentrazione eseguite in condizioni di ripetibilita
(¥),, = concentrazione media di analita nel campione, risultante da m replicazioni indipendenti.

U, = incertezza estesa del metodo per ogni livello di concentrazione

t =valore del t di Student per una probabilita p = 95% ed un numero v(eff) di gradi di

p=0,95v(eff)
liberta effettivi del sistema; quando v(eff) & almeno pari o superiore a 10 si pud sostituire il valore di

! ,—0.95u(efr) CON Un fattore di copertura K =2

Espressione dei risultati

* 1l risultato analitico viene espresso indicando il valore della concentrazione di analita nel
campione e, ove richiesto, la relativa incertezza estesa di misura.
* Il risultato analitico e la relativa incertezza estesa di misura vengono espressi con numeri interi

(senza decimali), con le stesse unita di misura (mg/Kg):

Risultato analitico = misura* U,

Conclusioni

Dai calcoli effettuati dal nostro laboratorio si evince che tutti i parametri sopra descritti sono

soddisfatti in quanto i valori rientrano nel campo di accettabilita.

Il metodo si considera Accettato ed Applicabile nella routine di laboratorio.

I1 Responsabile di laboratorio
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(Scheda 1)

Scheda soluzioni di lavoro e reagenti: Soluzione tampone fosfato a pH 6.9

Composizione

Potassio monofosfato anidro 1.70 gr
Potassio fosfato bibasico triidrato 2.85gr
Acido decansolfonico 0.49 gr
Acqua deionizzata g.b. 21000 ml
Preparazione

Pesare su bilancia analitica 1.70 gr di potassio monofosfato anidro, 2.85 gr di potassio fosfato bibasico
triidrato e 0.49 gr di acido decansolfonico, trasferirli in un pallone tararto da 1000 ml, solubilizzarli in

acqua e portare a volume
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(Scheda 2)

SCHEDA OPERATIVA TECNICA

SOLUZIONI STANDARD ISTAMINA

CONCENTRAZIONE 1 mg/ml

Composizione

Istamina dicloroidrato 167.7 mg
Acido cloridrico g.b. a100 ml
Preparazione

Pesare su bilancia analitica 167.7 mg di istamina dicloroidrato, trasferirli in un matraccio tarato da 100

ml e portare a volume con acido cloridrico 0.1 N

Conservazione

La soluzione va conservata in frigo alla temperatura di 4°C + 2°C ed ha validita di mesi tre dal

momento della preparazione
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(Scheda 3a)

SCHEDA OPERATIVA TECNICA

SOLUZIONI STANDARD ISTAMINA PER PRODOTTI ITTICI CONFEZIONATI ED IN OLIO E

PRODOTTI ITTICI SALATI

CONCENTRAZIONE 10-50-100-200-400 pg /ml

Composizione
. Soluzione standard di istamina 10 pg /ml
Soluzione standard di istamina 1 mg/ml 1ml
Acido perclorico 6% g.b. a 100 ml
. Soluzione standard di istamina 50 pg /ml
Soluzione standard di istamina 1 mg/ml 5ml
Acido perclorico 6% g.b. a 100 ml
J Soluzione standard di istamina 100 pg /ml
Soluzione standard di istamina 1 mg/ml 10 ml
Acido perclorico 6% g.b. a 100 ml
J Soluzione standard di istamina 200 pg /ml
Soluzione standard di istamina 1 mg/ml 20 ml
Acido perclorico 6% g.b. a 100 ml
J Soluzione standard di istamina 400 pg /ml
Soluzione standard di istamina 1 mg/ml 40 ml
Acido perclorico 6% g.b. a 100 ml
Preparazione
> Soluzione a 10 pg /ml: prelevare un ml della soluzione standard di istamina 1 mg/ml,
trasferire in un matraccio tarato da 100 ml, portare a volume con acido perclorico;
> Soluzione a 50 pg /ml: prelevare 5 ml della soluzione standard di istamina 1 mg/ml,
trasferire in un matraccio tarato da 100 ml, portare a volume con acido perclorico;
> Soluzione a 100 pg /ml: prelevare 10 ml della soluzione standard di istamina 1 mg/ml,
trasferire in un matraccio tarato da 100 ml, portare a volume con acido perclorico;
> Soluzione a 200 pg /ml: prelevare 20 ml della soluzione standard di istamina 1 mg/ml,
trasferire in un matraccio tarato da 100 ml, portare a volume con acido perclorico;
> Soluzione a 400 pg /ml: prelevare 40 ml della soluzione standard di istamina 1 mg/ml,

trasferire in un matraccio tarato da 100 ml, portare a volume con acido perclorico;

Conservazione
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La soluzione va preparata al momento dell’uso

(Scheda 3b)

SCHEDA OPERATIVA TECNICA

SOLUZIONI STANDARD ISTAMINA PER PRODOTTI ITTICI FRESCHI
CONCENTRAZIONE 10-25-50-100-200 pg /ml

Composizione

e Soluzione standard di istamina 10 pg /ml

Soluzione standard di istamina 1 mg/ml 1ml
Acido perclorico 6% g.b. a 100 ml
e Soluzione standard di istamina 25 pg /ml
Soluzione standard di istamina 1 mg/ml 2,5 ml
Acido perclorico 6% g.b. a 100 ml
e Soluzione standard di istamina 50 pg /ml
Soluzione standard di istamina 1 mg/ml 5ml
Acido perclorico 6% g.b. a 100 ml
e Soluzione standard di istamina 100 pg /ml
Soluzione standard di istamina 1 mg/ml 10 ml
Acido perclorico 6% g.b. a 100 ml
¢ Soluzione standard di istamina 200 pg /ml
Soluzione standard di istamina 1 mg/ml 20 ml
Acido perclorico 6% g.b. a 100 ml
Preparazione
> Soluzione a 10 pg /ml: prelevare un ml della soluzione standard di istamina 1 mg/ml,
trasferire in un matraccio tarato da 100 ml, portare a volume con acido perclorico;
> Soluzione a 25 pg /ml: prelevare 2,5 ml della soluzione standard di istamina 1 mg/ml,
trasferire in un matraccio tarato da 100 ml, portare a volume con acido perclorico;
> Soluzione a 50 pg /ml: prelevare 5 ml della soluzione standard di istamina 1 mg/ml,
trasferire in un matraccio tarato da 100 ml, portare a volume con acido perclorico;
> Soluzione a 100 pg /ml: prelevare 10 ml della soluzione standard di istamina 1 mg/ml,
trasferire in un matraccio tarato da 100 ml, portare a volume con acido perclorico;
> Soluzione a 200 pg /ml: prelevare 20 ml della soluzione standard di istamina 1 mg/ml,

trasferire in un matraccio tarato da 100 ml, portare a volume con acido perclorico;
Conservazione

La soluzione va preparata al momento dell’uso
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ALLEGATO 1

Dati di validazione

Analita: ISTAMINA

Matrice: PRODOTTI ITTICI FRESCHI

Livello | Concentrazione | Ripetibilita | Incertezza | LOD LOQ Campo | Recupero
mg/Kg mg/Kg estesa mg/kg | mg/kg | di medio %
misura
Basso | 50 1,21 3,61 1,3 2,9 3-200 94
Medio | 100 2,413 7,88
Alto 200 4,49 14,66
Analita: ISTAMINA
Matrice: PRODOTTI ITTICI SALATI
Livello | Concentrazione | Ripetibilita | Incertezza | LOD LOQ Campo | Recupero
mg/Kg mg/Kg estesa mg/kg | mg/kg | di medio
misura
Basso 100 2,504 8,18 1,3 2,9 3-400 96,3
Medio | 200 4,507 14,97
Alto 400 8,77 29,11
Analita: ISTAMINA
Matrice: PRODOTTI ITTICI CONFEZIONATI ED IN OLIO
Livello | Concentrazione | Ripetibilita | Incertezza | LOD LOQ Campo | Recupero
mg/Kg mg/Kg estesa mg/kg | mg/kg | di medio
misura
Basso 100 2,39 7,95 1,3 2,9 3-400 96,2
Medio | 200 4,664 14,97
Alto 400 9,164 30,26

Approvato da: F. Scaglione IEESENINE]




SUPERICE: SUPPORTO E PROMOZIONE DELLA RICERCA E DELL’INNOVAZIONE NELLA CONSERVAZIONE E
COMMERCIALIZZAZIONE DEI PRODOTTI DELLA PESCA IN SICILIA
Valutazione degli effetti dell’utilizzo di “Creamy Ice®” sulla qualita e la conservabilita dei prodotti della pesca e dell’acquacoltura

Allegato 5: Esame microbiologico S. aurata: Conta dei
microrganismi a 30 °C

Consorzio Universitario della Provincia di Trapani 131
Istituto di Biologia Marina
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Rapporto di prova n° BTA 436/20

Richiedente COSVAP- DISTRETTO DELLA PESCA E CRESCITA BLU

Indirizzo Area Porto Nuovo-Lungomare Fata Morgana (snc) Presso Mercato Ittico- Agroalimentare - 91026 Mazara del Vallo (Tp)

Data Referto 29/12/2020

Campione/i Tessuto di pesce: Orate

Campionamento’ A cura del richiedente Effettuato 02/12/2020

Data ricevimento campione 02/12/2020

Data inizio e fine analisi INIZIO: 02/12/2020 FINE: 19/12/2020

Temperatura al ricevimento Dal,5°C a 3,8°C

Richiesta Esame microbiologico: Conta dei microrganismi a 30 °C

Note Metodo di prova: UNI EN ISO 4833-1:2013

Risultato’>
(UFCl/g)
Contrassegnato T1y (021212020 T; Ts Ty Ty, Tis
Creamy 1 750 90 250 32000 2200 1500
Creamy 2 64 1200 90 13000 550 100
Logaritmo del valore medio 2,6 2,8 2,2 4,4 3,1 2,9
Risultato'”
(UFCl/g)

COntraSSegnatO Tlo (02/12/2020) T3 Te T9 le TIS
Flake 1 640 1600 2000 36000 100000 8200
Flake 2 880 2500 1700 48000 56000 1900
Logaritmo del valore medio 2,9 3,3 3,3 4,6 4.9 3,7
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Risultato'>
(UFC/g)
Contrassegnato T1, (02/12/2020) T; Ts Ty Ty, Tys
Creamy + Flake 1 25000 11000 800 15000 240000 4100
Creamy + Flake 2 11000 6700 390 22000 320000 38000
Logaritmo del valore medio 43 39 2,8 4,3 5,4 43
6,0
5,0
4,0
—#— CREAMY
3.0
—8— FLAKE
2,0 CREAMY+FLAKE
1,0
0.0
TO T3 TG T3 Ti2 Ti5
1l grafico, elaborato con i dati in scala logaritmica, mostra ’andamento dei mesofili nelle orate trattate con le diverse tipologie di
ghiaccio in un arco temporale di 15 giorni.

N.B.1: ivalori riportati si riferiscono al campione sottoposto ad analisi.
N.B.2: non ¢ oggetto di accreditamento. Il campionamento, qualora eseguito da personale Idrolab, é stato condotto secondo PG 7.3 — CAMPIONAMENTO.
Le informazioni indicate nei campi: Contrassegnato, Data campionamento, Campionamento effettuato da (nel caso di campionamento effettuato dal cliente) sono fornite dal cliente, pertanto il
laboratorio su tali informazioni declina ogni responsabilita. I risultati analitici si riferiscono solo ed esclusivamente al campione cosi come ricevuto.
N.B.3: N.A. = Non applicabile; Ass. = assente; U. M.= unita di misura.
L'incertezza di misura associata ai risultati delle prove microbiologiche é espressa come incertezza estesa secondo la I1SO 19036:2019 (p 95% K=2), ovvero come Intervallo di fiducia secondo la
UNI EN ISO 8199:2008.-
Per le prove chimiche ¢ espressa come incertezza estesa secondo JCGM 100:2008.
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Essa ¢ ottenuta moltiplicando l'incertezza tipo per il fattore di copertura k corrispondente ad un livello di fiducia del 95% (Fattore k = 2)
N.B.4:la presenza del simbolo * ad apice del parametro indica che la prova non ¢ accreditata da ACCREDIA.

Inoltre il documento non puo essere riprodotto parzialmente salvo approvazione scritta del laboratorio.

FINE RAPPORTO DI PROVA
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SUPERICE: SUPPORTO E PROMOZIONE DELLA RICERCA E DELL’INNOVAZIONE NELLA CONSERVAZIONE E
COMMERCIALIZZAZIONE DEI PRODOTTI DELLA PESCA IN SICILIA
Valutazione degli effetti dell’utilizzo di “Creamy Ice®” sulla qualita e la conservabilita dei prodotti della pesca e dell’acquacoltura

Allegato 6: Esame microbiologico M. salmoides: Conta
dei microrganismi a 30 °C

Consorzio Universitario della Provincia di Trapani 132
Istituto di Biologia Marina
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Rapporto di prova n° BTA 71/21

Richiedente COSVAP- DISTRETTO DELLA PESCA E CRESCITA BLU

Indirizzo Area Porto Nuovo-Lungomare Fata Morgana (snc) Presso Mercato Ittico- Agroalimentare - 91026 Mazara del Vallo (Tp)

Data Referto 19/03/2021

Campione/i Tessuto di pesce: Persico trota

Campionamento® A cura del richiedente Effettuato 23/02/2021

Data ricevimento campione 23/02/201

Data inizio e fine analisi INIZIO: 23/02/021 FINE: 12/03/2021

Temperatura al ricevimento Dal,2°C a 3,9°C

Richiesta Esame microbiologico: Conta dei microrganismi a 30 °C

Note Metodo di prova: UNI EN ISO 4833-1:2013

Risultato’>
(UFCl/g)
Contrassegnato T1y 230212021 T; Ts To Ty, Tis
Creamy 1 290 10 45 10 240 1900
Creamy 2 780 10 18 10 45 840
Logaritmo del valore medio 2,7 1,0 1,5 1,0 2,1 3,1
Risultato'”
(UFCl/g)

COntraSSegnatO Tlo (23/02/2021) T3 Te T9 le TIS
Flake 1 1700 54 18 10 2300 11000
Flake 2 63 2160 300 36 5500 13000
Logaritmo del valore medio 2,9 3,0 2,2 1,4 3,6 4,1
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Risultato!*

N.B.1: ivalori riportati si riferiscono al campione sottoposto ad analisi.

N.B.2: non e oggetto di accreditamento. Il campionamento, qualora eseguito da personale Idrolab, é stato condotto secondo PG 7.3 — CAMPIONAMENTO.

Le informazioni indicate nei campi: Contrassegnato, Data campionamento, Campionamento effettuato da (nel caso di campionamento effettuato dal cliente) sono fornite dal cliente, pertanto il
laboratorio su tali informazioni declina ogni responsabilita. I risultati analitici si riferiscono solo ed esclusivamente al campione cosi come ricevuto.

N.B.3: N.A. = Non applicabile; Ass. = assente; U. M.= unita di misura.

L'incertezza di misura associata ai risultati delle prove microbiologiche é espressa come incertezza estesa secondo la I1SO 19036:2019 (p 95% K=2), ovvero come Intervallo di fiducia secondo la
UNI EN ISO 8199:2008.-

Per le prove chimiche ¢ espressa come incertezza estesa secondo JCGM 100:2008.

IDROLAB CONSULT S.A.S.
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(UFC/g)
Contrassegnato T1y 231022021 T; T Ty T, Tys
Creamy + Flake 1 54 100 10 10 12000 6000
Creamy + Flake 2 90 160 10 45 12000 17000
Logaritmo del valore medio 1,8 2,1 1,0 1,4 4,1 4,1
4.5
4
3,5
3
2,5 —4—Creamy
7 == flake
1,5 creamy+flake
1
05
]
Ti T3 Th T9 Ti2 T15
1l grafico, elaborato con i dati in scala logaritmica, mostra ’andamento dei mesofili negli esemplari di Persico trota trattati con le
diverse tipologie di ghiaccio in un arco temporale di 15 giorni.




Essa ¢ ottenuta moltiplicando l'incertezza tipo per il fattore di copertura k corrispondente ad un livello di fiducia del 95% (Fattore k = 2)
N.B.4:la presenza del simbolo * ad apice del parametro indica che la prova non ¢ accreditata da ACCREDIA.

Inoltre il documento non puo essere riprodotto parzialmente salvo approvazione scritta del laboratorio.

FINE RAPPORTO DI PROVA
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SUPERICE: SUPPORTO E PROMOZIONE DELLA RICERCA E DELL’INNOVAZIONE NELLA CONSERVAZIONE E
COMMERCIALIZZAZIONE DEI PRODOTTI DELLA PESCA IN SICILIA
Valutazione degli effetti dell’utilizzo di “Creamy Ice®” sulla qualita e la conservabilita dei prodotti della pesca e dell’acquacoltura

Allegato 7: Esame microbiologico P. longirostris e A.
foliacea: Conta dei microrganismi a 30 °C

Consorzio Universitario della Provincia di Trapani 133
Istituto di Biologia Marina



Sede amministrativa e laboratorio \\\“\w/"/,,
Via Isolella n° 50 91100 Trapani S Q_// Z
B 0923-24622 — fax 0923 437084 i‘m
P.1VA 01481110813 — CCIAA 85713 & e ACCRED'A 3 &
E-mail: idrolab@idrolab.com "{ /A = CENTE ITALIANO DI ACCREDITAMENTO ~
web site: www.idrolab.com ’/,,,‘ I/;\‘\ R
ol

IDROLAB

Consult s.a.s.

LAB N° 1040 L
Aut. Ministero della Sanita P.700.7.A/.59.423/0851- D.L.531/92 — D.L. 286/94 Aut. Ministero della Sanita P.700.7/59.423/2131 D.P.R. 227/92 —
D.Lgs. 530/92D.Lgs. 537/92 — 65/93 — D.P.R. 54/97- D.P.R. 309/98.

Rapporto di provan® BTA 420/21

Richiedente COSVAP- DISTRETTO DELLA PESCA E CRESCITA BLU

Indirizzo Area Porto Nuovo-Lungomare Fata Morgana (snc), presso Mercato Ittico-Agroalimentare - 91026 Mazara del Vallo (Tp)
Data Referto 10/11/2021

Campione/i Materia prima: Gambero

Campionamento’ A cura del richiedente Effettuato 20/10/2021

20/10/2021
INIZIO: 20/10/2021

Data ricevimento campione
Data inizio e fine analisi
Temperatura al ricevimento Dal,5°C a 3,8°C

Richiesta Esame microbiologico: Conta dei microrganismi a 30 °C
Note Metodo di prova: UNI EN ISO 4833-1:2013

FINE: 29/10/2021

Risultato'”
(UFClg)
Contrassegnato: P. longirostris T1 20/102021) T3 221102021 Ts 25/1012021) T7 261102021
Creamy A 370 330 70 125
Creamy B 280 240 10 150
Risultato'
(UFCl/g)
Contrassegnato: P. longirostris T1 2011012021) T3 21102021 Ts 2511012021 T7 26102021)
Flake A 170 200 160 150
Flake B 300 350 120 200
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Risultato'
(UFC/g)
Contrassegnato: A. folicea T1 (20/10/2021) T; (22/10/2021) Ts 25102021 ) T; (26/10/2021)
Creamy A 70 100 100 60
Creamy B 100 80 50 150
Risultato'
(UFC/g)
Contrassegnato: A. folicea T1 0102021) T3 221102021 Ts 25/1012021) T7 26102021
Flake A 220 200 400 130
Flake B 170 150 300 120

N.B.1: ivalori riportati si riferiscono al campione sottoposto ad analisi.

N.B.2: non e oggetto di accreditamento. Il campionamento, qualora eseguito da personale Idrolab, é stato condotto secondo PG 7.3 — CAMPIONAMENTO.

Le informazioni indicate nei campi: Contrassegnato, Data campionamento, Campionamento effettuato da (nel caso di campionamento effettuato dal cliente) sono fornite dal cliente, pertanto il
laboratorio su tali informazioni declina ogni responsabilita. I risultati analitici si riferiscono solo ed esclusivamente al campione cosi come ricevuto.

N.B.3: N.A. = Non applicabile; Ass. = assente; U. M.= unita di misura.

L'incertezza di misura associata ai risultati delle prove microbiologiche é espressa come incertezza estesa secondo la ISO 19036:2019 (p 95% K=2), ovvero come Intervallo di fiducia secondo la
UNI EN ISO 8199:2008.-

Per le prove chimiche é espressa come incertezza estesa secondo JCGM 100:2008.
Essa e ottenuta moltiplicando l'incertezza tipo per il fattore di copertura k corrispondente ad un livello di fiducia del 95% (Fattore k = 2)

N.B.4:la presenza del simbolo * ad apice del parametro indica che la prova non ¢ accreditata da ACCREDIA.

Inoltre il documento non puo essere riprodotto parzialmente salvo approvazione scritta del laboratorio.

FINE RAPPORTO DI PROVA
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SUPERICE: SUPPORTO E PROMOZIONE DELLA RICERCA E DELL’INNOVAZIONE NELLA CONSERVAZIONE E
COMMERCIALIZZAZIONE DEI PRODOTTI DELLA PESCA IN SICILIA
Valutazione degli effetti dell’utilizzo di “Creamy Ice®” sulla qualita e la conservabilita dei prodotti della pesca e dell’acquacoltura

Allegato 8: Relazione finale della Bio&Tec Soc. Coop.

Consorzio Universitario della Provincia di Trapani 134
Istituto di Biologia Marina



SUPERICE - Supporto e promozione della ricerca e dell'innovazione
nella conservazione e commercializzazione dei prodotti della pesca in Sicilia

Campionamenti di Sardina pilchardus, Engraulis engrasicolous, Sparus aurata,

Micropterus salmoides, Parapenaeus longirostris e Aristaeomorpha foliacea

Azioni preliminari

Preliminarmente alle attivita di campo e secondo quanto previsto per il coordinamento

di tutte le attivita in progetto, sono state avviate le attivita propedeutiche.

Il personale della Bio&Tec Soc. Coop. ha partecipato a 3 incontri a Mazara del Vallo
presso i locali dove & installata la macchina produttrice di Creamy ice (Cl), al fine di coordinare

la logistica con il personale di Medica Air e il personale del Distretto.

Si & proceduto, successivamente, all’individuazione e il reclutamento delle barche da
coinvolgere nella fase del campionamento delle specie previste, sulla base della stagione di
pesca e del periodo dell’anno, in accordo con Il Distretto, con I'lstituto di Biologia Marina e

con gli operatori di Medica air.

e Acciuga (Engraulis encrasicolus)

e Pesce sciabola (Lepidopus caudatus)

e Triglia di fango (Mullus barbatus)

e Gambero rosa (Parapenaeus longirostris)
e Gambero rosso (Aristaeomorpha foliacea)

Primo campionamento

Il 4 novembre 2020 ha avuto inizio il primo campionamento per il progetto Superice. La
prima specie scelta & stata I’Acciuga (Engraulis encrasicolus) e ci € avvalsi della “Stella 11”
(03PE0O0737), un motopesca della marineria di Sciacca che opera con la rete a circuizione.

A bordo e stato portato il seguente materiale:

- n° 2 freezer portatili Mobicool da 38 litri ciascuno.
- n° 4 cassette in polistirolo con coperchio (cm 38,5 x 27 x 15,5), riempite ciascuna con circa 4

kg di ghiaccio Cl a Mazara del Vallo;

Bio&Tec Soc. Coop.
Sede legale: via I. Lampiasi 12, 91100 Trapani — Sede operativa: via Marinella 33/B, 91100 Trapani 1
P. IVA 02287340810 - Tel./fax 0923.360091 - E-mail: bioetec@gmail.com - PEC: bioetec@pec.it
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- n° 2 mastelli in plastica da 50 litri da utilizzare per la baiatura del prodotto;

- n° 6 termometri digitali con sonda ad immersione.

Come da protocollo suggerito dai rappresentati di Medica Air, Il €I che e stato prelevato
a Mazara del Vallo appena prodotto, dal personale di Medic Air, immediatamente prima della
partenza per la battuta di pesca. Il CI e stato posto in sacchetti di plastica e conservato nei
freezer portatili a -10/15°C. | freezer contenenti il CI sono stati trasportati al porto di partenza

utilizzando un furgone frigorifero appositamente noleggiato.

Il ghiaccio a scaglie o Flake Ice (Fl) utilizzato come controllo e stato invece prodotto

direttamente a bordo del peschereccio.

A dispetto dei diversi tentativi effettuati dall’equipaggio, durante la battuta di pesca, e
stata effettuata esclusivamente una cattura, peraltro abbondante, di Sardina (Sardina
pilchardus). Vista I'impossibilita di catturare Acciuga, in accordo con gli operatori di Medic Air
e con il Distretto, si & deciso di procedere comunque al campionamento della Sardina, secondo
il protocollo previsto.

In ciascuno dei due mastelli sono stati baiati contemporaneamente le medesime
quantita di Sardina, utilizzando il €I in uno, il FI nel secondo, con un rapporto pesce ghiaccio
di 1:1. In alcuni pesci non ancora baiati & stata registrata la variazione di temperatura
corporea, tramite termometro digitale, dal momento in cui sono stati ricoperti di ghiaccio CI
o Fl. La sonda ad immersione di 3 mm di diametro e stata inserita nel muscolo dorsale,
parallela alla colonna vertebrale, per monitorare la variazione della temperatura interna.

Il CI conservato nei freezer portatili, aveva perso la sua consistenza cremosa e si era
trasformato in un blocco unico che ¢ stato frantumato per consentirne l'utilizzazione.

I 05/11/2020 si e fatto rientro a Sciacca e i due mastelli con il pesce baiato sono stati
trasportati a Mazara del Vallo, dove, nei locali del COSVAP, si € provveduto a incassettare il
pescato:

- n° 6+6 cassette in polistirolo con coperchio con pesce baiato con CI, ulteriormente ricoperto
con Cl appena prodotto (con una temperatura di -2,7 °C);
- n° 6+6 cassette in polistirolo con coperchio con pesce baiato con FI (con una temperatura di

—0,1 °C), ulteriormente ricoperto con Fl fresco.
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Come previsto dal protocollo concordato con i tecnici della Medic Air, Le cassette sono
state stoccate in due celle frigorifere diverse, quelle con CI sono state conservate a -2,5 °C,
quelle con FI sono state conservate in una cella a 0 °C.

Le prime 4 cassette (2 repliche con ClI, 2 repliche con FI) sono state consegnate lo stesso
giorno all’Istituto di Biologia Marina di Trapani, entro le ore 9 come concordato, per le analisi
previste.

Contestualmente, sono state consegnate anche le tabelle delle temperature al core dei
pesci, rilevate a bordo con i termometri digitali e le foto scattate durante il campionamento.

Come da accordi, si € proceduto alla consegna delle quattro cassette per ognuno dei
tempi previsti dal protocollo (TO, T1, T3, T6, T9, T12) per la valutazione della shelf life. Nei
giorni previsti della consegna e comunque ogni due giorni, personale incaricato dal Distretto
ha provveduto alla sostituzione/aggiunta del CI e del FI nelle rispettive cassette, che
mantenevano, rispettivamente, la temperatura di -2,5 °C e -0,5 °C.

All’arrivo di ogni consegna in laboratorio, secondo la tempistica prevista dal protocollo,
sono stati prelevati due esemplari di Sardina da ciascuna cassetta, imbustati in sacchetti sterili
da Stomacher e consegnati al laboratorio di Idrolab Consult per le analisi microbiologiche

previste.

Secondo campionamento

Il 12 novembre 2020 ha avuto inizio il secondo campionamento, con l'obbiettivo di
campionare Acciuga (Engraulis encrasicolus). Anche stavolta ci & avvalsi della “Stella 11"
(03PE0O0737), il motopesca a circuizione della marineria di Sciacca.

Come avvenuto nel primo campionamento, il ghiaccio CI & stato prelevato a Mazara del
Vallo appena prodotto (ad una temperatura di —2,6 °C) e portato a bordo utilizzando un
furgone frigorifero appositamente noleggiato; il FI € stato invece prodotto direttamente a
bordo e miscelato con altro stoccato prima della partenza (ad una temperatura di 0,1 °C).

La partenza dal porto di Sciacca & avvenuta il 12/11/2020 e, a seguito di una buona

cattura di Acciuga, si proceduto al campionamento come da protocollo.

L’ Acciuga e stata baiata contemporaneamente, utilizzando il Cl e il FI, in due mastelli
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diversi, nelle condizioni precedentemente descritte.

Come previsto dal protocollo, in alcuni pesci & stata registrata la variazione di

temperatura corporea come gia descritto.

Al rientro in porto (13/11/2020) i due mastelli con il pesce baiato sono stati trasportati

a Mazara del Vallo e si € provveduto a confezionare:

-n° 6+6 contenitori in polipropilene richiudibili con pesce baiato con CI, ulteriormente
ricoperti con Cl appena prodotto;
-n° 6+6 contenitori in polipropilene richiudibili con pesce baiato con FI, ulteriormente

ricoperti con Fl fresco.

Ognuno dei 6 contenitori e la sua replica sono stati posti in cassette di polistirolo,
contenente la tipologia di ghiaccio corrispondente e poi conservati presso il COSVAP in due
celle frigorifere diverse a seconda se il pesce era stato trattato con CI (cella a -1,5 °C) o con FI

(cellaa 0°C).

Durante la valutazione della shelf life di S. pilchardus, come osservato durante la fase di
baiatura e di monitoraggio della temperatura al core e come segnalato dal personale
dell’Istituto di biologia Marina, i pesci mantenuti in CI, vista la temperatura di produzione di
questa tipologia di ghiaccio e la conservazione in celle a -2,5°C (in accordo al protocollo
suggerito da Medic air), andavano incontro a congelamento dei tessuti. Per questo motivo,
per ovviare a questo inconveniente, la temperatura della cella di mantenimento dei campioni
conservati in Cl & stata alzata a -1,5°C.

Come previsto dal protocollo, per ognuno dei tempi previsti (TO, T1, T3, T6, T9, T12) si e
proceduto alla consegna delle cassette all’Istituto di Biologia Marina di Trapani per le analisi
previste per la valutazione della shelf life e alla consegna di due esemplari di Acciuga da
ciascun contenitore, imbustati in sacchetti sterili da Stomacher al laboratorio di Idrolab
Consult per le analisi microbiologiche.

Anche questa volta, per tutto il periodo di conservazione, il personale del Distretto ha
provveduto alla sostituzione/aggiunta del CI e del FI nei giorni previsti della consegna e

comungue ogni due giorni.
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Terzo campionamento

Come da accordi intercorsi tra il Distretto e i funzionari del Dipartimento Pesca e in
accordo con [l'lstituto di Biologia Marina, e stata introdotta una modifica al protocollo
sperimentale, con I'aggiunta una nuova specie di acquacoltura, Sparus aurata, non prevista
nel progetto originario e che ha sostituito la Triglia di fango (Mullus barbatus).

A differenza di quanto previsto per le specie pescate, I'obiettivo di questa attivita era
quello di valutare la possibilita di utilizzare il Cl per la mattazione dei pesci allevati.

L’Istituto di Biologia Marina, ha valutato gli effetti dell’'uso di Cl, rispetto ad un controllo
trattato con Fl, sullo stress indotto sui pesci dalla procedura di mattazione, sulla qualita e sulla
shelf life.

Durante i due campionamenti precedenti, sia con S. pilchardus che con E. encrasicolus,
& stato notato che la produzione e I'utilizzazione di Cl ad una temperatura di -2,5/-2,0 °C
provocava, come atteso, il congelamento dei pesci.

| risultati preliminari ottenuti dall’lstituto di Biologia Marina, in accordo con la
letteratura scientifica, indicano che i pesci congelati vanno incontro ad una perdita delle
caratteristiche organolettiche e della qualita. Per ovviare a questo inconveniente il Cl utilizzato
dovrebbe esser prodotto ed utilizzato ad una temperatura di -1,5/-1.0°C. A questa
temperatura, come dimostrato dalla letteratura scientifica, si conservano i vantaggi offerti
dallo slurry ice, e si evitano i problemi determinati dal congelamento dei pesci. Con i tecnici di
Medic Air si sta verificando la possibilita di produrre e mantenere il Cl a queste temperature.

In attesa di modificare i parametri di produzione del Cl, in accordo con il Distretto, con
I'lstituto di Biologia Marina, nel protocollo di campionamento, € stato introdotto un terzo
trattamento che prevede la conservazione in giaccio a scaglie di un lotto di pesci sottoposto
ala mattazione in Cl, ad una temperatura di -0,1/0,0 °C che non determina il congelamento
del prodotto.

Il giorno 1/12/2020 presso I'impianto di allevamento in gabbie galleggianti della Azienda
Ittica San Giorgio di Licata, & stato effettuato il campionamento di orate allevate.

Nell’ambito di una pescata commerciale, sono stati prelevati:

- 60 esemplari e immediatamente baiati in una miscela di ghiaccio a scaglie e acqua.

- 120 esemplari e immediatamente baiati in una miscela di ghiaccio a scaglie e acqua, secondo
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la procedura abituale dell’impianto.

| pesci sono stati trasportati presso I'impianto di lavorazione ed immediatamente
incassettati secondo lo schema seguente:

- orate baiate in una miscela di ghiaccio a scaglie e acqua e conservate in cassette di polistirolo
coperte con ghiaccio a scaglie (FI)

- orate baiate in Creamy ice e conservate in cassette di polistirolo coperte con Creamy ice (Cl)

- orate baiate in Creamy ice e conservate in cassette di polistirolo coperte con ghiaccio a
scaglie (CI+Fl).

Per ogni trattamento sono stati preparate due repliche per i seguenti tempi di shelf life:
T1,T3,T6, T9, T12, T15. In questo caso, a differenza di quanto effettuato per la sardina e per
I'acciuga, vista la diversa tipologia di prodotto, caratterizzata da una maggiore conservabilita,
e stato introdotto un altro tempo di shelf life a 15 giorni dalla pescata.

Anche per questa specie e stato notato che la temperatura troppo bassa del creamy ice,
prodotto a-3,5/3,3 °C e conservato nei freezer portatilia -15 °C, come a protocollo, provocava
da un lato la morte quasi istantanea dei pesci ma, d’altro canto, determinava il congelamento
guasi immediato dei pesci trattati con questa tipologia di ghiaccio.

Durante la fase di campionamento, si € provveduto anche al monitoraggio della
variazione della temperatura al core, durante la mattazione in Fl e in Cl, come gia descritto.

Le cassette contenenti i pesci, una volta trasportate presso la sede del distretto, sono
state conservate in cella a 0 °C, quelle contenti i pesci baiati e conservati con Fl e quelle
contenenti i pesci baiati con Cl e conservati con Fl; in una cella a -1,5 °C quelle contenti i pesci
baiati e conservati con CI.

Le cassette per il T1 dei tre trattamenti sono state trasportate in laboratorio per le analisi
previste dal protocollo e i campioni per le valutazioni microbiologiche sono stati consegnati a

Idrolab.

Quarto campionamento

Anche per il quarto campionamento € stata introdotta una modifica al protocollo
sperimentale concordata con il Distretto Pesca, i funzionari del Dipartimento Pesca e I'lstituto

di Biologia Marina, con la sostituzione del Pesce sciabola (Lepidopus caudatus) con il Persico
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trota (Micropterus salmoides), specie d’acqua dolce allevata.

Anche per questa specie e stato effettuato un terzo trattamento che prevede che un
lotto di pesci, dopo la mattazione in Cl, sia conservato con giaccio a scaglie, ad una
temperatura di -0,1/0.0 °C, che non determina il congelamento del prodotto.

Il giorno 22/02/2021, presso I'azienda acquaponica Mangrovia di Scicli & stato effettuato
il campionamento di Persico trota. L'azienda Mangrovia alleva questa specie in un sistema
acquaponico a bassa densita che permette di non impattare I'ambiente e ridurre lo spreco di
acqua. Inoltre, essendo un sistema chiuso, € privo di contaminazione dall’ambiente esterno
come le microplastiche e i metalli pesanti.

Nell’ambito di un’unica pescata, sono stati prelevati:

- 60 esemplari e immediatamente baiati in una miscela di ghiaccio a scaglie e acqua.
- 120 esemplari e immediatamente baiati in una miscela di ghiaccio a scaglie e acqua.

| pesci sono stati incassettati presso lo stesso I'impianto di produzione secondo lo
schema seguente:

- persico trota baiate in una miscela di ghiaccio a scaglie e acqua e conservate in cassette di
polistirolo coperte con ghiaccio a scaglie (Fl)

- persico trota in Creamy ice e conservate in cassette di polistirolo coperte con Creamy ice (Cl)

- persico trota baiate in Creamy ice e conservate in cassette di polistirolo coperte con ghiaccio
a scaglie (CI+FI).

Per ogni trattamento sono stati preparate due repliche per i seguenti tempi di shelf life:
T1, 73,76, T9, T12, T15.

Anche per questa specie € stato notato che la bassa temperatura del Creamy ice,
prodotto a-3,5/3,3 °C e conservato nei freezer portatili a -15 °C, provocava da un lato la morte
quasi istantanea dei pesci ma, d’altro canto, determinava il congelamento quasi immediato
dei pesci trattati con questa tipologia di ghiaccio.

Come per le altre specie precedentemente campionate, si & provveduto anche alla
valutazione della variazione della temperatura al core, durante la baiatura in Fl e in Cl.

Come previsto dal protocollo, le cassette contenenti i pesci, una volta trasportate presso
la sede del Distretto Pesca a Mazara del Vallo, sono state conservate in cella a 0 °C, quelle

contenti i pesci baiati e conservati con Fl e quelle contenenti i pesci baiati con Cl e conservati
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con Fl; in una cella a -1,5 °C quelle contenti i pesci baiati e conservati con CI.

Nei giorni previsti per la valutazione dei tempi di shelf life, una cassetta per ciascuno dei
tre trattamenti é stata trasportata presso I'Istituto di Biologia Marina per le analisi previste
dal protocollo e i campioni per le valutazioni microbiologiche prelevati da ciascun contenitore,
imbustati in sacchetti sterili da Stomacher, sono stati consegnati al laboratorio di Idrolab

Consult.

Quinto e sesto campionamento

Il 19 ottobre 2021 e stato effettuato nel corso della stessa bordata di pesca il
campionamento di Gambero rosa (Parapenaeus longirostris) e di Gambero Rosso
(Aristaeomorpha foliacea) con il “Nuova Madonna delle Grazie” (00TP01406), motopesca

della marineria di Trapani che opera con la rete a strascico.

Come per gli altri campionamenti, il ghiaccio CI & stato prelevato a Mazara del Vallo
appena prodotto (temperatura di —3,5 °C) e portato a bordo in contenitori termici utilizzando
un furgone frigorifero; il FI & stato invece prodotto direttamente dalla macchina per il ghiaccio

presente a bordo del motopesca.

Per questo campionamento il CI non é stato trasportato utilizzando i freezer portatili, e

al momento dell’utilizzazione si presentava pil acquoso, ma conservava |'aspetto cremoso.

Per queste due specie di gamberi si & tornati al campionamento con soli due trattamenti,
quello che prevede mattazione e conservazione con CI e quello con mattazione e

conservazione con Fl.

E stato campionato prima il Gambero rosa. baiando i due mastelli separati le medesime
quantita di gambero, utilizzando il CI in uno, il FI nel secondo, con un rapporto gambero-
ghiaccio di 1:1.

In alcuni gamberi & stata registrata la variazione di temperatura al core, tramite
termometro digitale, durante la baiatura. La sonda ad immersione & stata inserita nel muscolo
dorsale dalla parte inferiore del carapace, per monitorare la variazione della temperatura

interna.

La stessa procedura é stata seguita per il successivo campionamento di Gambero rosso.
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Entrambe le specie sono stati incassettate a bordo prima dello sbarco. Per ciascuna
specie sono stati preparati:

- n° 6+6 contenitori in polipropilene richiudibili con gambero baiato con ClI, ulteriormente
ricoperti con CI;

- n° 6+6 contenitori in polipropilene richiudibili con gambero baiato con FI, ulteriormente
ricoperti con Fl fresco.

Ognuno dei 6 contenitori e la sua replica sono stati inseriti in una cassetta di polistirolo
contenente la tipologia di ghiaccio corrispondente. Tutte le cassette di polistirolo confezionate
come descritto, sono state trasportate con furgone frigorifero e poi conservate a Marsala in
due celle frigorifere cella a -1,5 °C per i campioniin Cl e a 0 °C per i campioni in FI.

Periodicamente veniva eliminata I'acqua che si raccoglieva sul fondo del contenitore per
lo scioglimento del ghiaccio e aggiunto Cl o Fl a seconda del trattamento.

Come da protocollo, nei giorni previsti si & proceduto alla consegna delle cassette
all’Istituto di Biologia Marina di Trapani per le analisi previste per ognuno dei tempi previsti
(T2, T3, T5, T7, T9, T12) per la valutazione della shelf life e alla consegna di due esemplari di
ciascuna specie di gambero da ciascun contenitore, imbustati in sacchetti sterili da Stomacher

e consegnati al laboratorio di Idrolab Consult per le analisi microbiologiche previste.

Trapani, 17 novembre 2021

~—Dott-Francesco_Bertolino
Q| . Coop, .
AL SVON, 8 B
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Variazione della temperatura al core in Sardine baiate con Creamy Ice e con Flake Ice.
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Variazione della temperatura al core in Acciughe baiate con Creamy Ice e con Flake Ice.
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Variazione della temperatura al core in Orate baiate con Creamy Ice e con Flake Ice.
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Variazione della temperatura al core in Persico trota baiati con Creamy Ice e con Flake Ice.
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Variazione della temperatura al corein Gamberi rosa baiati con Creamy Ice e con Flake Ice.
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Variazione della temperatura corporea in Gamberi Rossi baiati con Creamy Ice e con Flake Ice.

Bio&Tec Soc. Coop.
Sede legale: via I. Lampiasi 12, 91100 Trapani - Sede operativa: via Marinella 33/B, 91100 Trapani
P. IVA 02287340810 - Tel./fax 0923.360091 - E-mail: bioetec@gmail.com - PEC: bioetec@pec.it

12



Alcune immagini del campionamento dell’Acciuga (Engraulis encrasicolus).
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Alcune immagini del campionamento del Persico trota (Micropterus salmoides).
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Alcune immagini del campionamento del Gambero rosso (Aristaeomorpha foliacea).
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