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RIASSUNTO

Penicillium expansum ¢ uno dei funghi fitopatogeni piu importanti che interessano il settore
frutticolo sia in campo che in post-raccolta. In particolare, questo fungo ¢ 1’agente causale
della malattia nota come muffa verde-azzurra delle pomacee. Oltre a portare a marcescenza i
frutti, P expansum produce anche una serie di metaboliti secondari tossici per 'uomo, il pit
importante dei quali ¢ la patulina, che pud contaminare le pomacee e i prodotti derivati. Si
stima che ogni anno solo in USA vengano persi 4,5 milioni di dollari di prodotti a causa della
muffa verde-azzurra delle pomacee. Diventa quindi importante gestire adeguatamente questa
problematica, non solo per arginare le ingenti perdite economiche, ma anche per
salvaguardare la salute del consumatore.

Dopo una descrizione di P. expansum e della patulina, il presente elaborato si concentrera sui
metodi innovativi di contenimento del problema. Per quanto riguarda la gestione del fungo
nel post-raccolta, si evidenzieranno i possibili vantaggi dell’'uso di agenti antagonisti di
biocontrollo e dell’atmosfera controllata. Tecnologie di decontaminazione come la cernita, il
lavaggio e la filtrazione, e di detossificazione con 1’uso di metodi fisici, biologici e chimici,
invece verranno esaminati come strategie per mitigare la contaminazione da patulina nei

prodotti trasformati.

ABSTRACT

Penicillium expansum is one of the most important phytopathogenic fungi affecting the fruit
sector both in the field and postharvest. Specifically, this fungus is the causative agent of the
disease known as blue-green mold of pome fruit. In addition to leading to fruit rot, P
expansum also produces a number of secondary metabolites that are toxic to humans, the
most important of which is patulin, which can contaminate pome fruit and derived products.
It is estimated that $4.5 million worth of produce is lost each year in the U.S. alone due to
blue-green mold in pome fruit. Therefore, it becomes important to properly manage this
issue, not only to stem the huge economic losses, but also to safeguard consumer health.

After a description of P. expansum and patulin, this paper will focus on innovative methods
for containing the problem. Regarding post-harvest management of the fungus, the possible
advantages of using biocontrol antagonistic agents and controlled atmosphere will be
highlighted. Decontamination technologies such as sorting, washing and filtration, and
detoxification technologies using physical, biological and chemical methods, on the other

hand, will be examined as strategies to mitigate patulin contamination in processed products.






1 INTRODUZIONE

La mela (Malus sp., Rosaceae) ¢ una coltura molto importante per I’alimentazione a livello
globale; nel 2020 sono stati coltivati 4,6 milioni di ettari, con una produzione stimata di 86,4
milioni di tonnellate [FAOSTAT, 2020]. La maggior parte di questi frutti ¢ consumata fresca,
ma un’alta percentuale viene trasformata per lo piu in succo di mela, anche se tale valore
dipende da molte variabili interne dei paesi tra cui la domanda di frutta fresca, I’esportazione,
le preferenze dei consumatori ecc.

Altro aspetto importante ¢ che le mele che non rispettano gli standard per il consumo fresco,
solitamente vengono destinate alla lavorazione nelle industrie. Proprio per questo, nei
trasformati di mela si pud avere un maggior rischio di contaminazione da metaboliti
secondari tossici prodotti da funghi che si sviluppano sulla superficie dei frutti.

La mela ¢ un frutto piuttosto suscettibile alle contaminazioni fungine sia in campo, ma
soprattutto nel post-raccolta, e cid determina delle significative perdite economiche che
possono arrivare al 30-40%, fino al 60% nei casi piu estremi [Naets et al., 2018].

Oltre alla problematica economica si ha anche quella legata alla sicurezza alimentare; infatti
alcuni di questi funghi contaminanti producono delle molecole tossiche per I’uomo.

Le mele per le necessita delle industrie e di consumo fresco devono essere a disposizione
tutto I’anno e per fare cid devono poter essere conservate in celle frigorifere anche per 9-12
mesi [Patriarca, 2019]. Ecco che in questo periodo di stoccaggio, nonostante le basse
temperature e le atmosfere controllate, alcuni patogeni riescono a svilupparsi, dare sintomi e
produrre micotossine.

Le micotossine sono sostanze molto pericolose per la salute pubblica in quanto il loro
accumulo nell’organismo puo determinare effetti tossici, cancerogeni e mutageni. Negli studi
sugli animali, la somministrazione di patulina causa danni a diversi organi, tra cui cervello,
reni, fegato [de Melo et al. 2012; Song et al. 2014; Boussabbeh et al. 2015], timo [Arzu
Kockaya et al. 2009] e pelle [Saxena et al. 2009].

Una volta che le micotossine si sono formate all’interno del frutto, sara difficile gestirne la
contaminazione, poiché sono stabili nello stoccaggio e piuttosto insensibili ai trattamenti
fisici e chimici. Pertanto, il modo migliore per limitare I'esposizione a queste sostanze ¢
quello di ridurne la formazione fin dalle prime fasi di produzione [Copetti et al., 2014].

Una delle micotossine piu pericolose e piu riscontrate nelle pomacee ¢ la patulina che viene
prodotta da vari funghi quali specie di Aspergillus, Byssochlamys e Penicillium [Saleh e

Goktepe, 2019]. Tuttavia, ¢ stato riscontrato che la specie maggiormente responsabile della



produzione di questa micotossina ¢ Penicillium expansum. Questo fungo patogeno nelle
pomacee causa la fitopatia della muffa verde-azzurra, che ¢ una delle principali malattie nel
post-raccolta. Essa rappresenta fino al 20% delle perdite annuali a livello globale [Pereira et.
al, 2022].

Il controllo delle malattie in post-raccolta viene attualmente gestito utilizzando fungicidi di
sintesi che sono dannosi per l'ambiente e per il consumatore, richiedendo quindi alternative
altrettanto efficaci ma piu sicure ed ecocompatibili. In questo elaborato si andranno ad
analizzare alcune tecniche innovative che cercano di ridurre la formazione o la
contaminazione della micotossina senza 1’utilizzo di prodotti fitosanitari che potrebbero

lasciare residui e arrivare al consumatore.



2 Penicillium expansum

2.1 Generalita

La famiglia dei Penicillium ¢ una tra le piu studiate in quanto, oltre ad essere distribuita su
tutto il nostro Pianeta, ¢ responsabile di alcune scoperte che hanno cambiato il corso della
storia dell’uomo. La piu importante tra queste ¢ la scoperta della Penicillina, antibiotico
naturale ad oggi farmaco salvavita tra 1 piu efficaci. Molte specie sono anche coinvolte nella
degradazione della sostanza organica e sono responsabili di molte fitopatie che colpiscono e
portano a marcescenza frutta e verdura. Oltre a cio, alcuni Penicillium, come P. roqueforti,
sono utilizzati per la produzione di formaggi.

I Penicillium appartengono al Phylum degli Ascomiceti e alla Famiglia delle
Trichocomaceae. Storicamente la classificazione delle specie di questo genere era basata sulle
caratteristiche morfologiche, piu precisamente sulle ramificazioni dei conidiofori (400—700
um) [Errampalli, 2014]. Queste strutture consistono nella terminazione di un’ifa e possono
essere semplici o ramificate. All’apice dei conidiofori sono presenti grappoli di fialidi, cellule
a forma di fiasco sulle quali si sviluppano i conidi. Queste spore asessuate si sviluppano in
catenelle verso 1’esterno e contribuiscono alla diffusione del Penicillium.

Se le fialidi si inseriscono direttamente nel ramo conidioforo principale, si ha la forma
monoverticillata, se si hanno due ramificazioni siamo nel caso della biverticillata, mentre la
struttura piu complessa con tre o quattro ramificazioni ¢ denominata terverticillata, a cui
appartiene il Sottogenere Penicillium.

Una delle prime specie di Penicillium descritte ¢ stata proprio Penicillium expansum che ¢
classificato come terverticillato. Questo significa che le fialidi sono inserite su piu rami
secondari che partono dal ramo conidioforo.

P expansum, insieme a P. marinum e P. sclerotigenum, appartiene alla Sezione expansa,
gruppo determinato sulla base di morfologia, ecologia, modello di crescita, metaboliti secreti
e sequenze parziali della B-tubulina. Questa Sezione ¢ caratterizzata dalla presenza di due o
tre ramificazioni dei conidiofori con pareti lisce e conidi subelissoidali o subglobosi (3-3.5
um x 2.5-3 um). Inoltre si contraddistinguono per la veloce crescita delle colonie e per le
fialidi piu robuste [Frisvad e Samson, 2004].

Per quanto riguarda il riconoscimento di P. expansum si fa utilizzo di un microscopio ottico
per osservare ife e conidi, il colore e la forma della colonia; si misura, inoltre, il tasso di

crescita su terreni artificiali.



Invece, per la caratterizzazione molecolare del fungo si utilizzano marcatori molecolari come
RAPD (tipo di PCR che amplifica frammenti casuali di DNA) e si analizzano le sequenze di
DNA della B-tubulina.

Nell’immagine sottostante (Figura 1) sono ben visibili le strutture sopra descritte [Frisvad e

Samson, 2004].

Fig. 1. Penicillium expansum. Colonie di 7 giorni a 25°C in A. CYA, B. MEA, C. YES. D-H
conidiofori, I conidi. Barra bianca 10 pm.

La tassonomia del genere Penicillium ¢ piuttosto difficoltosa a causa della plasticita

fenotipica. Ecco che si ¢ reso necessario utilizzare altri strumenti per la classificazione, oltre
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alla micromorfologia e altri pochi caratteri precedentemente impiegati. L’introduzione del
sequenziamento del DNA e la ricerca dei metaboliti secondari hanno contribuito

positivamente all’affinamento della classificazione del genere Penicillium (Tabella 1).

Tab. 1. Tassonomia di Penicillium expansum [Errampalli, 2014

Regno Funghi
Divisione Ascomiceti
Ordine Eurotiales
Classe Eurotiomycetes
Famiglia Trichocomaceae
Genere Penicillium
Sottogenere Penicillium
Sezione expansa

Specie expansum

2.2 Caratteristiche del fungo

Penicillium expansum ¢ tra 1 funghi piu ubiquitari, puo essere frequentemente isolato su
materiale vegetale in decomposizione ed ¢ comunemente trasportato dall’aria [Errampalli,
2014].

Questo fungo fitopatogeno, come gia ribadito, ¢ responsabile del marciume verde-azzurro o
marciume molle che colpisce per lo piu mele e pere, ma anche nettarine, prugne, albicocche,
pesche, ciliegie, uva, cachi, mango, avocado, fragole, lamponi, cucurbitacee, cipolle, carote e
pomodori [Rosenberger, 1990; Lugauskas et al., 2005; Kwon et al., 2006].

Sulle pomacee la muffa verde-azzurra si presenta con sintomi osservabili come aree
edematose, macchie morbide e acquose di colore marrone chiaro che si sviluppano in maniera
radiale, dapprima solo sull’epicarpo e in seguito anche in profondita nella polpa. Il
rammollimento ¢ molto drastico con infossamenti della parte marcescente; il tessuto va
incontro a disfacimento completo con abbondante rilascio di una poltiglia finemente
macerata. Le lesioni presentano margini ben definiti tanto che ¢ facile enucleare la polpa
danneggiata da quella sana.

La colonizzazione e l'invasione dei tessuti, oltre che la loro macerazione, ¢ garantita da

enzimi prodotti dal fungo, primo tra tutti la poligalatturonasi (PG). Tale enzima ¢ in grado di
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degradare le pectine, polimeri di parete cellulare, dando il caratteristico marciume molle e
acquoso.

Un particolare meccanismo di difesa attivato da alcuni frutti come la mela al momento
dell’attacco fungino, ¢ quello della trascrizione delle proteine inibitrici della poligalatturonasi
(PGIP). Queste sono indotte come risposta alle prime fasi di infezione del patogeno e vanno a
inibire la degradazione della parete cellulare e di conseguenza la colonizzazione dei tessuti.
Uno studio di Yao et al. (1999) ha osservato la maggior concentrazione di PGIP nelle aree
infettate da P. expansum.

A temperatura ambiente (20-25°C) I’alterazione ¢ piuttosto rapida e, in presenza di umidita
relativa elevata, si evidenzia 1’evasione del fungo sotto forma di una muffa biancastra.
Questa, dopo 3-4 giorni, nel momento della sporulazione, assume la tipica colorazione
verde-azzurrognola con rilascio di materiale polverulento.

L’infezione di questo patogeno puo verificarsi durante il periodo vegetativo, al momento
della raccolta, in post-raccolta, in conservazione o nel trasporto. Si puo dire che la flora
microbiologica presente sulla superficie delle mele dipende da molte variabili che
influenzano direttamente 1’infezione finale. In base alla cultivar, all’area geografica, al clima,
alla presenza di microrganismi competitivi, ai trattamenti fitosanitari subiti in pre e
post-raccolta e alle condizioni di conservazione, si ha una diversa diffusione e sviluppo del
fungo fitopatogeno. Variabile che incide molto ¢ anche la pulizia, in quanto le spore di P,
expansum sono in grado di essere trasportate dal campo al luogo di conservazione anche con
suolo, residui e attrezzature. Altra fonte di inoculo sono i frutti infetti, che anche se
allontanati dai frutti sani, possono comunque liberare nell’aria spore che a contatto con la
frutta sana daranno una nuova infezione. Molto probabile ¢ anche che i propaguli fungini
siano veicolati dall’acqua utilizzata per i lavaggi.

Sebbene alcuni funghi patogeni del post-raccolta possano infettare direttamente 1 frutti, non
essendo in grado di produrre appressori P. expansum necessita di ferite per penetrare nel
tessuto vegetale. Piu rare, invece, sono le infezioni a partire da aperture naturali, che
solitamente avvengono da lenticelle piu sensibili o piu aperte [Errampalli, 2014]. Altra via di
ingresso segnalata ¢ quella all’estremita del peduncolo. Ponendo dei conidi di P. expansum
all’estremita del peduncolo di mele “Empire”, si ¢ registrato che il 27-47% dei frutti, dopo
conservazione di 7-9 mesi in atmosfera controllata (CA) (1,1°C, 1,6% di O, e 2,2% di CO,),
risultava colpito dal fungo [Rosenberger et al., 2006].

Nelle ferite fresche la spora trova le condizioni di umidita e di quantita di composti

metabolizzabili ideali per germinare e dare vita a nuovo micelio. Se la ferita ha avuto il
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tempo di rimarginarsi prima di venire a contatto con le spore di P. expansum, queste hanno
piu difficolta nel germinare. Infatti, il frutto, nei punti in cui ’epicarpo ¢ danneggiato,
accumula sostanze come tannini, lignine e altri composti fenolici che vanno a creare uno
strato protettivo all’infezione fungina.

Fattori agronomici e climatici possono favorire lo sviluppo della muffa verde-azzurra nel
post-raccolta. Il calcio (Ca) viene distribuito in frutteto prima della raccolta in quanto questo
catione ¢ un elemento essenziale per la crescita del frutto. Garantisce una buccia piu
resistente e previene 1 difetti superficiali dell’epicarpo che sono le vie di ingresso di P.
expansum. | danni causati da eventi atmosferici come grandinate o forte vento, aumentano la
probabilita di comparsa di problemi legati alla muffa verde-azzurra nel post-raccolta. Questi,
assieme alle ferite causate dagli insetti, sono i punti di infezione pit comuni di P. expansum.
Comunemente 1’infezione da P. expansum ¢ riscontrabile nel post-raccolta, sebbene il
contatto col propagulo fungino puo avvenire gia nel pre-raccolta. Ecco che il fungo ¢ in grado
di rimanere sulla superficie del frutto e attaccarlo in un secondo momento. Questo in quanto
il propagulo percepisce il grado di maturazione della mela e la attacca quando la
concentrazione zuccherina ¢ massima e 1 tessuti sono piu facilmente aggredibili. Si capisce
che diventa fondamentale riuscire a inibire o ritardare il piu possibile la germinazione. Uno
dei sistemi essenziali per gestire le malattie nel post-raccolta ¢ 1’abbassamento rapido della
temperatura subito dopo la raccolta e I’uso della catena del freddo.

Le mele sono conservate a una temperatura che va da -1 a 4 °C. Tali valori sono necessari per
prolungare la shelf-life del prodotto, evitare lo sviluppo di funghi indesiderati e per evitare la
comparsa di fisiopatie come danni da freddo o da congelamento.

P. expansum ¢ un fungo a carattere psicrofilo e quindi ¢ in grado di svilupparsi lentamente
anche a temperature molto basse. Con 1’uso della refrigerazione delle celle di conservazione,
quindi, non si ¢ in grado di bloccare completamente la crescita di tale fungo, ma si riesce a
rallentarla di molto. Sono stati registrati valori minimi di temperatura di crescita attorno ai -2,
-3 °C, ottimi tra 1 15 e 1 25°C e massimi vicini ai 35°C [Lahlali et al., 2005]. Alle diverse
temperature sono stati osservati, inoltre, dei cambiamenti morfologici a carico della forma,
colore e dimensione delle colonie cresciute su terreno di coltura artificiale; questo puo essere
riconducibile a diverse risposte allo stress termico [Tannous et al., 2015].

Per quanto concerne I'umidita relativa, al 99-100% le spore sono in grado di germinare con
successo dando luogo all’infezione.

Altro parametro che influisce sulla crescita del fungo ¢ I’attivita dell’acqua (ay), si € visto

che si ha una crescita ottimale a valori di 0,99, anche se ¢ facile trovare contaminazione da
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patulina anche in frutti secchi. Per quanto riguarda i valori minimi di ay, invece, la
germinazione delle spore di questo fungo si blocca a valori tra lo 0,83 e lo 0,85 in base al
ceppo [Judet-Correia et al. 2010].

Il pH di crescita ideale di P. expansum si attesta intorno a 4 e, se il substrato di crescita ¢ a
valori piu alti, il fungo ¢ in grado di produrre acido gluconico per abbassare il pH fino a

valori ottimali [Tannous et al., 2015].

2.3 Produzione di patulina

P expansum ¢ il maggior responsabile della produzione della micotossina patulina. La muftfa
verde-azzurra, oltre a creare danno portando a marcescenza il frutto, ¢ in grado di produrre
questo metabolita tossico che si accumula nei tessuti infetti.

Da un punto di vista chimico si tratta di un lattone eterociclico insaturo
(4-idrossi-4H-furo[3,2c]piran-2(6H)-one) la cui sintesi ¢ stata molto studiata e ampiamente
descritta. La via biosintetica ¢ simile a quella degli acidi grassi e consiste in almeno 10
reazioni di condensazione e riduzione, la maggior parte delle quali mediate da enzimi.

Il primo step consiste nella produzione di acido 6-Metilsalicilico (6-MSA) a partire da una
molecola di Acetil-CoA e 3 di Malonil-CoA. Il singolo enzima multifunzionale coinvolto ¢ la
6-MSA sintasi che ha diverse attivita: acetil e malonil transferasi, chetoacil sintasi,
chetoreduttasi e disidratasi [Puel et al., 2010]. L’inibizione di questo enzima ¢ stata
dimostrata inibire la produzione della patulina [Moake et al., 2005]

Successivamente la 6-MSA decarbossilasi porta alla formazione di m-Cresolo, secondo
intermedio della via biosintetica. A seguito di attivita idrossilasiche si vanno a formare alcol
m-Idrossibenzilico, Gentisaldeide e alcol Gentisilico. Come si vede dallo schema (Fig. 2) il
gruppo metile dell’m-Cresolo viene ossidato per formare il gruppo aldeidico e alcolico. A
questo punto, per la produzione della patulina, che possiede due anelli aromatici, ¢ necessaria
I’apertura dell’anello attraverso una monossigenasi o una diossigenasi. A seguito di studi
condotti nei decenni si sono riusciti a isolare 4 precursori post-aromatici della patulina; questi
sono Isoepossidone, Fillostina, Neopatulina e Ascladiolo.

Recentemente, da studi di Li B. et al. (2019) sono stati identificati quindici geni coinvolti
nella biosintesi della patulina; tra questi, 1 geni PatE e PatH si sono dimostrati necessari per la
produzione di tale micotossina. Inoltre, si ¢ visto che tre proteine del complesso Velvet sono
responsabili della regolazione dei livelli di patulina (VeA, VelB e VelC) [Puel et al., 2010;
Saleh e Goktepe, 2019].
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Fig. 2. Metabolismo biosintetico della patulina [Puel et al., 2010]

P. expansum, oltre ad avere valori di optimum di crescita, produce quantita diverse di patulina
in base ai valori di temperatura, ay e pH.

La produzione di patulina in funzione della temperatura ha mostrato un andamento a
gaussiana (Fig. 3A). Le condizioni ottimali di sintesi da parte del fungo sono state identificate
da Paster et al. (1995). Su mela si ¢ registrata una produzione massima della micotossina a
17°C. Per quanto riguarda I’attivita dell’acqua, P. expansum ha il massimo di produzione di
patulina a 0,99; a valori piu bassi di 0,95 e 0,9 1 livelli registrati erano di molto inferiori,
mentre a 0,85 non ¢ stata prodotta (Fig. 3B). Anche il pH del substrato di coltura ha mostrato
effetti significativi sulla sintesi di micotossina. Il valore minore ¢ stato registrato a pH 2,5,
mentre il massimo a pH 4; oltre a tale valore, invece, 1 livelli prodotti sono diminuiti di molto
(Fig. 3C). Gli scarsi livelli di patulina riscontrati a pH molto bassi sono riconducibili alla
scarsa sintesi, piuttosto che all’instabilitda della molecola. Infatti, secondo Drusch et al.
(2007), la stabilita della micotossina ¢ stata valutata in un ampio range di pH, piu

precisamente da pH 2,5 a pH 5,5.
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Fig. 3. Produzione di patulina (ppm) in base a temperatura (A), attivita dell’acqua (B) e pH (C) di Penicillium expansum
ceppo NRRL 35695 su Czapek glucose agar. In A sono state testate 5 temperature (4°C, 8°C, 16°C, 25°C, e 30°C) con
valori di pH e aW fissati rispettivamente a 5,2 ¢ 0,99. In B sono state testate 4 attivita dell’acqua (0,85, 0,9, 0,95 ¢ 0,99)
con valori di pH e temperatura fissati rispettivamente a 5,2 e 25°C. In C sono stati testati 3 valori di pH (2,5, 4 ¢ 7) con
valori di temperatura e attivita dell’acqua fissati rispettivamente a 25°C e 0,99. I risultati mostrati sono frutto di 3 repliche
tecniche per ogni variabile. Gli errori standard della media (SEM) sono rappresentati con barre di errore: *P < 0.05; **P
<0.01; ***P < 0.001 [Tannous et al., 2015].
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3 PATULINA

3.1 Caratteristiche, rilevamento e quantificazione

Birkinshaw et al. (1943) furono i primi ad isolare la patulina da Penicillium griseofulvum e
Penicillium expansum. La scoperta della penicillina da parte di Fleming fece iniziare una
campagna di ricerca di nuove molecole fungine con funzioni antibiotiche; durante questo
screening fu scoperta la patulina.

La patulina (C,HsO,) (4-idrossi-4H-furo[3,2c]piran-2(6H)-one) (Fig. 4) ¢ un lattone
tetrachetide formato da due anelli eterociclici. Si presenta come una polvere biancastra, con
peso molecolare di 154.12 g/mol e un punto di fusione di 111 °C [Goncalves et al., 2019].
Solubile in acqua e in vari solventi organici come acetato di etile, etanolo ¢ metanolo, ha
bassa volatilita e proprieta chimiche stabili. Infatti, ¢ in grado di rimanere inalterata durante i
processi di trasformazione dei prodotti. Alte temperature e pH acidi non alterano la sua
struttura, mentre in condizioni alcaline ¢ meno stabile. In particolare si registra la massima

stabilita della molecola a valori di pH compresi trai 2,5 e 15,5 [Morales et al., 2008].

Fig. 4. Struttura chimica della patulina [Ziarati et al., 2019]

Uno dei motivi per cui la patulina ¢ nociva per gli organismi viventi ¢ la sua elevata
reattivita; infatti, si associa facilmente a proteine e acidi nucleici. Dall’altro lato tale
caratteristica ¢ positiva in quanto consente una rapida inattivazione della tossina negli
alimenti [Ziarati et al., 2019].

In principio, fu dichiarato che la patulina era in grado di inibire varie specie batteriche di
Gram positivi e Gram negativi grazie alla sua proprieta antibiotica universale [Korzybski et
al., 1967]. Continui studi hanno a lungo sostenuto le proprieta antimicotica, antibatterica,
antivirale e antiprotozoaria della molecola, addirittura suggerendola per il trattamento della
congestione nasale e del raffreddore comune [Raistrick et al. 1943; Stansfield et al. 1944].

Tuttavia negli anni Cinquanta e Sessanta, altrettanti studi hanno evidenziato la tossicita della
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patulina per gli animali e le piante superiori, invece che per i batteri [Iyengar e Starky 1953;
Norstadt e McCalla 1963; Berestets'kyi e Synyts'kyi 1973].

La patulina ¢ stata classificata nel gruppo 3 (non classificabile in relazione alla sua
cancerogenicita per l'uomo) dall’Agenzia Internazionale per la Ricerca sul Cancro [IARC,
1986]. Sebbene non vi siano prove sufficienti per dimostrare la cancerogenicita della patulina
verso 1’uomo, sono stati riscontrati fenomeni che confermano i suoi effetti nocivi sulla salute.
Per la quantificazione della patulina, il metodo piu comunemente diffuso, ¢ la cromatografia
liquida ad alte pressioni (HPLC) combinata a un rilevatore UV. Il problema sta nel fatto che
la matrice frutta su cui si esegue 1’analisi, spesso interferisce, in quanto ricca di zuccheri
(saccarosio, glucosio, fruttosio, xilosio), di acidi (citrico, fumarico, tartarico) e composti
fenolici. Per aggirare tale problema, i campioni prima dell'analisi cromatografica, subiscono
dei pre-trattamenti di purificazione con lo scopo di estrarre la patulina dalla matrice. Per
prima cosa si deve fare I’estrazione, che comunemente per la patulina € un’estrazione
liquido-liquido (LLE). La LLE con acetato di etile, seguita da pulizia con carbonato di sodio,
rientra nel metodo ufficiale 2000.02 dell’Association of Official Analytical Chemists
(AOAC) per la preparazione del succo e della purea di mela all’analisi della patulina
[MacDonald et al. 2000]. Il carbonato di sodio viene utilizzato per andare ad allontanare i
polifenoli potenzialmente presenti nel campione che potrebbero andare ad interferire con la
determinazione dell’analita durante I’HPLC [Marsol-Vall et al. 2014]. Il problema del
carbonato di sodio ¢ che tende ad aumentare il pH del campione, portando ad una parziale
degradazione della patulina, piu stabile in ambiente acido. Per mitigare tale effetto sono stati
incorporati nella procedura altri sali come il solfato di sodio e I’idrogenocarbonato di sodio
[Barreira et al. 2010]. Il problema della LLE rimane quello del consumo di grandi quantita di
solventi organici e di tempi relativamente lunghi di analisi [Sadok et al. 2018]. Buone
alternative a questo tipo di trattamento sono I’estrazione liquido-liquido ad ultrasuoni
(ULLE) [Sargenti e Almeida, 2010], la micro-estrazione liquido-liquido dispersiva (DLLME)
[Farhadi e Maleki, 2011] e la micro-estrazione liquido-liquido con vortex (VALLME)
[Yiantzi et al., 2010]. L’estrazione in fase solida (SPE) ¢ un ulteriore approccio vantaggioso
nella preparazione dei campioni per I’analisi cromatografica; infatti, ci permette di usare
quantita minori di campione e di solventi organici, oltre ad avere una maggiore rapidita di
procedura. Si basa sulla sospensione del campione in acetonitrile e il suo passaggio
successivo su una fase solida polimerica che permette di isolare, concentrare e purificare la

molecola di patulina.
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Un metodo di pretrattamento dei campioni per 1’analisi cromatografica ¢ anche il QUEChERS
(acronimo di Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe). Questa tecnica possiede
molti vantaggi, inclusi nel suo nome, e prevede 1’omogenizzazione del campione con
acetonitrile, I’aggiunta di solfato di magnesio anidro e di cloruro di sodio e poi la separazione
in fase solida dispersiva (dSPE). In seguito a diversi studi, la procedura originale ¢ stata
modificata per adattarsi meglio alla quantificazione della patulina in matrici di frutta. In
questo caso per l’estrazione, invece dell’acetonitrile, si possono utilizzare il metanolo
[Vaclavikova et al. 2015], una miscela di acqua e acetonitrile [Desmarchelier et al. 2011] o
l'acetonitrile acidificato con acido acetico [Sadok et al. 2018].

Successivamente alla purificazione I’estratto viene essiccato (temperatura > 45°C), il solvente
evapora e il residuo secco viene disciolto in acqua acidificata con acido acetico (pH 4). A
questo punto si pud procedere a determinare 1 livelli di patulina con diverse tipologie di
cromatografia. Tra le piu utilizzate ci sono I’HPLC accoppiata a rilevatori UV, Ila
cromatografia liquida ad alte prestazioni accoppiata a spettrometria di massa (LC-MS) e la
GC.

Nel caso di HPLC-UYV, la lunghezza d’onda (A) impostata per rilevazione e quantificazione ¢
di 276 nm; valore di massimo assorbimento della patulina. A questa A sorge, pero, il
problema che alcuni composti fenolici, in particolare 5-idrossimetilfurfurale (5- HMF),
interferiscono con I’analisi. La patulina e la 5-HMF hanno un tempo di ritenzione simile e un
forte assorbimento UV, di conseguenza si ha la tendenza ad avere sovrapposizione dei picchi
nel cromatogramma. Grazie a studi e ricerche, le condizioni ottimali di rilevamento e
quantificazione della patulina in mele e prodotti a base di mele sono state stabilite
[Abu-Bakar et al. 2014; Lee et al. 2014; Karakose et al. 2015].

Oltre all’HPLC-UYV, viene molto utilizzata anche la LC-MS in quanto versatile, specifica e
selettiva. Nella maggior parte delle volte che si utilizza LC per ’analisi della patulina, si
accoppia uno spettrometro di massa tandem a triplo quadrupolo (LC-QQQ). Essendo pero la
patulina una molecola target molto polare, I’analisi LC-MS soffre di una bassa sensibilita.
Questo ¢ dovuto dal fatto che si hanno scarsa azione di ionizzazione della molecola sia con
elettrospray che con ionizzazione chimica a pressione atmosferica [Vaclavikova et al., 2015].

L’introduzione di metodi di LC-MS a bersaglio singolo hanno permesso di superare il
problema della sensibilita dovuta alla polarita. In questa tecnica, si pre-trattano i campioni in
modo piu sofisticato, un esempio ¢ 1’uso della microestrazione in provetta in fase solida

(SPME) [Kataoka et al. 2009].
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L’accoppiamento tra tecnica QUEChERS e cromatografia liquida con spettrometro di massa
tandem (LC-MS/MS), ha portato a risultati ottimi con limiti di quantificazione (LOQ) fino a
10 pg/L per tutte le matrici testate [Desmarchelier et al. 2011]. Il metodo LC piu avanzato
con analizzatore a triplo quadrupolo ha dato buoni risultati sia su mele che su succo, purea e
composta, ottenendo LOQ tra 2 e 15 pg/kg [Beltran et al. 2014]. In alcuni lavori sono state
anche utilizzate altre tecniche di pulizia, come LLE accoppiata a LC-MS/MS, ottenendo LOQ
compresi tra 0,8 e 2,4 ng/kg [Seo et al. 2015].

3.2 Alimenti contaminati e limiti

La presenza di patulina in molti alimenti diversi, rispecchia la natura ubiquitaria dei suoi
produttori, che comprendono almeno 60 specie diverse di funghi. Queste appartengono a
Penicillium, Aspergillus e Byssochlamys. P. expansum ¢ considerato la principale specie
fungina responsabile della contaminazione da patulina delle pomacee ed ¢ su di esso che sono
stati fatti 1 maggiori progressi.

Come gia riportato, ceppi di funghi produttori di patulina sono stati isolati in molte varieta di
frutta e verdura, tra cui mele, pere, nettarine, albicocche, pesche, prugne, ciliegie, uva,
lamponi, fragole, mirtilli, gelsi, bacche di ligon, banane, pomodori, verze, cipolle, carote,
mandorle, noci pecan, nocciole, arachidi [Pierson et al., 1971; Harvey et al., 1972; Buchanan
et al., 1974; Lovett et al., 1974; Sommer et al., 1974; Akerstrand et al., 1976; Andersson et
al., 1977; Frank et al., 1977; Harwig et al., 1978; Brackett ¢ Marth, 1979a; Jelinek et al.,
1989; Jiminez et al., 1991; Prieta et al., 1994; Leggott e Shephard, 2001; Demirci et al., 2003;
Ritieni, 2003; Lugauskas et al., 2005; Kwon et al., 2006].

La produzione di patulina ¢ generalmente, ma non esclusivamente, associata alla muffa
verde-azzurra delle pomacee causata da P. expansum. La presenza di tale fungo pero, non
garantisce necessariamente la produzione della tossina, servono anche le condizioni adatte in
termini di temperatura, ay € pH. Altro aspetto che incide, a testimonianza della variabilita di
presenza di patulina, ¢ la differenza di produzione all’interno di diverse cultivar di mele:
Jonathan, Goudreinetter, Cox's Orange Pippin e Bramley sembrano essere piuttosto
suscettibili [McCallum et al., 2002], mentre Golden Delicious ha mostrato particolare
resistenza [Corbett, 2003].

La ricerca col passare degli anni ha evidenziato la naturale presenza di patulina in diversi
prodotti trasformati a base di frutta come succhi di mela, pera, uva, ribes, arancia, ananas,

sidro di mela pastorizzato e non pastorizzato, purea di mela, marmellate e alcuni tipi di
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alimenti per l'infanzia [Prieta et al., 1994; Rychlik e Schieberle, 1999; Ake et al., 2001;
Leggott e Shephard, 2001; Ritieni, 2003]. Oltre che nei prodotti ortofrutticoli, la patulina ¢
stata individuata anche nel formaggio cheddar [Bullerman e Olivigni, 1974] e in prodotti a
base di cereali come insilati per mangimi, malti d’orzo e frumento [Lopez-Diaz 1997; Pittet
1998] e prodotti a base di farina come pasta e pane [Reiss, 1976].

Nonostante la moltitudine di prodotti potenzialmente contenenti patulina, le mele e i rispettivi
trasformati, sono quelli che destano maggiori preoccupazioni. Infatti la frequenza con cui si
misura la patulina negli altri prodotti alimentari ¢ molto minore rispetto alle pomacee e ai
loro derivati.

I prodotti piu a rischio di contaminazione da patulina sono stati regolamentati da parte delle
autoritd. In Europa con il REGOLAMENTO (CE) N. 1881/2006 DELLA COMMISSIONE
del 19 dicembre 2006, sono stati istituiti 1 seguenti limiti (Tab. 2):

Tab. 2. Limiti di legge stilati dalla Commissione Europea per alcuni alimenti.

Prodotti alimentari Tenore massimo (ug/kg)
23 Patulina
2.3.1 Succhi di frutta, succhi di frutta ricostituiti e nettari di frutta 50,0
2.3.2 | Bevande spiritose, sidro ¢ altre bevande fermentate derivate 50,0

dalle mele o contenenti succo di mela

233 Prodotti contenenti mele allo stato solido, compresi la 25,0
composta di mele e il passato di mele, destinati al consumo
diretto, eccetto i prodotti alimentari di cui ai punti 2.3.4 ¢
2.3.5

2.3.4 | Succo di mela e prodotti contenenti mele allo stato solido, 10,0
compresi la composta ¢ il passato di mele, per lattanti e
bambini, etichettati e venduti come tali

2.3.5 | Alimenti destinati ai lattanti e ai bambini diversi dagli 10,0
alimenti a base di cereali

Anche all’interno del Codex Alimentarius, il Codex Committee on Food Additives and
Contaminants (CCFAC) ha delineato una raccomandazione per la prevenzione e la riduzione
della presenza di patulina nei succhi di mela e negli ingredienti a base di succo di mela usati
in altre bevande [Codex Alimentarius, 2003].

La Commissione Europea, sulla base dei livelli NOEL (No Observed Effect Level) per la

patulina (43 pg/kg di peso corporeo), ha stabilito una dose giornaliera massima tollerabile
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(PMTDI) di 0,4 ng/kg di peso corporeo. Tale livello ¢ utilizzato tuttora per le analisi sulla
valutazione del rischio sanitario degli alimenti (CE, 2006).
Di seguito viene riportata una tabella con alcuni esempi di succhi analizzati contaminati da

patulina (Tab. 3).

Tab. 3. Contaminazione da patulina nei succhi di frutta.

Tipo di succo  Campioni Campioni  Valori di patulina >EU? Paese Riferimento
totali positivi nei campioni

positivi (ng/kg)

Mela 20 20 5,8-82,2 5 Qatar Hammami et al., 2017
Mela 68 28 1,2-42,0 0 Portogallo  Barreira et al., 2010
Mela 100 68 0,5-118,7 10 Spagna Murillo-Arbizu et al., 2009
Mela* 33 16 fino a 53,4 1 Italia Piemontese et al., 2005
Mela® 24 12 fino a 69,3 2 Italia Piemontese et al., 2005
Mela® 30 24 4,5 -889,0 - Tunisia Zouaoui et al., 2015
Albicocca 27 7 >10 0 Italia Spadaro et al., 2008
Uva 24 4 5,2-14,2 0 Sud Corea  Cho et al., 2010
Arancia 24 2 9,9-30,9 0 Sud Corea  Cho et al., 2010

Pera 3 2 11,7 - 38,9 0 Ceca Vaclavikova et al., 2015
Pera® 7 1 1,1 0 Italia Piemontese et al., 2005
Pera® 8 4 fino a 61,0 1 Italia Piemontese et al., 2005
Pesca 30 2 >10 0 Italia Spadaro et al., 2008
Fragola 3 0 >0,5 0 Ceca Vaclavikova et al., 2015
Misto 34 17 10 - 55,7 - Tunisia Zouaoui et al., 2015
Misto 30 26 1,2-91,8 6 Cina Yuan et al., 2010

Misto 29 9 >10 0 Italia Spadaro et al., 2008
Alimenti 23 3 fino a 0,5 0 Italia Piemontese et al., 2005

destinati ai

lattanti e ai

barbini 11 2 13,1-17,1 2 Italia Ritieni, 2003

* Convenzionale, ® Biologico, ¢ Concentrato, * Numero di campioni che superano le raccomandazioni dell'UE (50 pg/L o 50
ng/kg per i succhi di frutta e 10 pg/L o 10 pg/kg per alimenti destinati ai lattanti e ai bambini) [Sadok et al., 2018].
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3.3 Effetti negativi

I prodotti alimentari contaminati sono la maggior fonte di esposizione alla patulina con cui
viene a contatto I’uomo. Sono state studiate altre vie di esposizione a questa micotossina, ma
con scarsi risultati; ecco che 1’ingestione ¢ considerata la principale via di esposizione [Pal et
al., 2017].

I rischi collegati alle micotossine riguardano 1’intera popolazione, e livelli elevati di queste
sostanze possono creare danni a chiunque, indipendentemente da luogo di provenienza, fascia
d’eta e genere. Tuttavia, ci sono dei gruppi di persone che sono piu sensibili all’esposizione.
Un esempio sono i lattanti che possono venire a contatto con la sostanza tossica attraverso il
latte materno. Uno studio condotto nel 2017 ha dimostrato che se la madre veniva a contatto
con dosi singole o multiple di patulina, il latte non era a livelli di rischio, al contrario di altre
micotossine [Degen et al., 2017].

Altra popolazione a rischio ¢ quella delle donne in gravidanza; questo in quanto le sostanze
tossiche assunte dalla madre, possono influenzare direttamente lo sviluppo del feto.

Essendo che P expansum e gli altri funghi produttori di patulina colpiscono quasi
esclusivamente frutta e verdura, la popolazione vegetariana ¢ considerata un altro potenziale
gruppo di persone a rischio. Secondo uno studio condotto in Francia, nell’arco di una giornata
la popolazione francese assume mediamente dai 18 ai 30 ng/kg di peso corporeo di patulina,
mentre la popolazione vegetariana ne assume dai 34 ai 50 ng/kg di peso corporeo [Leblanc et
al., 2005].

La patulina ¢ stata identificata anche come possibile proteotossica; infatti alcuni studi hanno
evidenziato un'influenza degli organismi a livello proteomico. La patulina sembra abbia
un’attivita di interferenza endocrina e per questo gli studi a riguardo sono stati condotti
utilizzando modelli maschili e femminili [Soler e Oswald, 2018]. A sostegno di ci0 esiste
anche uno studio su conigli che vede conseguenze peggiori nei soggetti maschi [Duranova et
al., 2015].

La tossicita acuta della patulina ¢ dovuta all’esposizione a ingenti quantita di tossina. |
sintomi sono di tipo gastrointestinale tra cui nausea, vomito, ulcere, emorragie intestinali e
lesioni. Nei roditori la DL50 orale della patulina si attesta su valori che vanno dai 29 ai 55
mg/kg di peso corporeo [McKinley et al., 1982].

L’affinita della patulina ai gruppi sulfidrilici spiega il suo effetto inibitorio di una serie di
enzimi (ATPasi, enzimi lisosomiali, RNA polimerasi ecc.) [Puel et al., 2010]. Tale effetto ¢

stato riscontrato su ratti con la somministrazione di quantita subacute. Oltre alla perdita di
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peso, alle alterazioni gastriche, intestinali e renali, la patulina ha causato anche neurotossicita
(tremori e convulsioni) e inibizione di enzimi intestinali e cerebrali [Devaraj et al., 1986].

Per quanto riguarda 1’esposizione cronica, lo IARC ha inserito la patulina nel gruppo 3 degli
agenti cancerogeni, quindi non ci sono sufficienti studi su animali o studi epidemiologici a
sostegno della sua cancerogenesi [IARC, 1986]. Tuttavia, ’OMS la considera come un
possibile composto genotossico [OMS, 2018].

La patulina, quindi, ha mostrato danni a organi e ai sistemi vitali, come intestino, reni e
cervello [Pal et al., 2017]. Nello studio di Akbari et al. 2017, viene dimostrata la tossicita alla
barriera intestinale da parte della patulina. Oltre a ci0, questa micotossina potrebbe andare ad
influenzare negativamente anche la naturale composizione della flora intestinale [Robert et
al., 2017].

Numerosi studi hanno dimostrato che la patulina avrebbe anche un effetto nei confronti della
risposta immunitaria [Oswald et al., 1998], sia in vitro [Sorenson et al., 1986] che su ratti

[Escoula et al., 1988] [Paucod et al., 1990].
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4 METODI DI CONTROLLO DELLO SVILUPPO FUNGINO IN
POST-RACCOLTA

Considerando tutto quello che sopra ¢ stato riportato, diventa necessario avere delle strategie
che prevengano lo sviluppo di P. expansum nelle mele in conservazione. Limitando cio, si
possono tenere sotto controllo 1 livelli di patulina nei frutti riuscendo a minimizzare i rischi
per 1 consumatori. Oltre a fare cio, tali strategie dovranno avere anche effetto positivo sulla
conservazione delle mele, andando a prolungarne la shelf-life preservando il piu possibile le
caratteristiche organolettiche.

Le tecnologie maggiormente utilizzate sono basate sull'abbassamento della temperatura e/o
sulla modifica della composizione atmosferica nelle celle di stoccaggio. Come gia scritto nel
capitolo 2.2, P. expansum ¢ in grado di crescere anche a temperature basse, intorno agli 0°C,
quindi l’utilizzo di queste tecniche su mele infettate, difficilmente previene il loro
deterioramento [Jackson et al., 2003]. La cosa positiva invece ¢ che, sebbene le mele siano
inoculate e presentino sintomi da muffa verde-azzurra, durante la conservazione a bassa
temperatura, non vedono la formazione di patulina [Morales et al., 2007]. In studi successivi
si ¢ evidenziato che la produzione della micotossina avviene quando il fungo sul frutto
raggiunge una massa micellare critica [Morales et al., 2008]. Il trasferimento delle mele da un
ambiente a basse temperature a uno a temperatura ambiente, ha registrato uno sviluppo piu
veloce della muffa. Ecco che diventa importante riuscire a gestire P. expansum sia durante la
conservazione in cella refrigerata, sia durante la conservazione a temperatura ambiente.

P. expansum ¢ un fungo molto ubiquitario e le sue spore possono contaminare le mele gia nel
pre-raccolta attraverso il suolo, 1’aria, i residui di raccolta e le attrezzature. Una volta che il
frutto ¢ venuto a contatto con una spora, il fungo viene trasportato ai luoghi di
condizionamento dove si puo diffondere ad esempio attraverso le acque di lavaggio. Da
queste osservazioni nasce la necessita di avere sempre un’ottima disinfezione degli ambienti
di lavaggio e stoccaggio. Amiri et al. (2005) e Spotts et al. (1998) sono andati a verificare la
contaminazione da P. expansum, rispettivamente nell’aria di celle non disinfettate e nelle
acque reflue di industrie di lavorazione delle mele. I risultati hanno sottolineato quanto sia
importante la disinfezione degli ambienti di lavorazione per contenere la diffusione del
fungo: 6x10° conidi di P. expansum per m® di aria in magazzini e tra 4,2x10° ¢ 1,2x10* conidi
per mL di acque reflue. Tali fonti di contaminazione difficilmente possono essere azzerate,

ma possono essere ridotte con la disinfezione.
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Baert et al. (2008) hanno osservato che diverse dimensioni di inoculo di P. expansum in ferite
di mela, determinavano diverso sviluppo del marciume. In particolare, con inoculi piu ridotti
(20 spore) non si osservava nemmeno crescita. Cio significa che un numero inferiore di spore
nei locali di stoccaggio e lavorazione, ridurrebbe il rischio di marcescenza delle mele, anche
se questo non sarebbe determinato solamente dalla minor probabilita di contatto tra il fungo e
il frutto, ma anche dal fatto che ¢ necessario un inoculo maggiore per far partire l'infezione.
Le dimensioni dell'inoculo influenzano anche la fase di latenza; in condizioni di
refrigerazione a 1°C, la fase di latenza si puo allungare anche di 20 giorni se le spore
collocate nella ferita di una mela sono ridotte da 20.000 a 200 [Morales et al., 2008].

Lo studio di Morales et al. (2008) ha investigato anche sul tasso di crescita in relazione
all’inoculo. Andando a misurare il diametro del marciume, si ¢ capito che P. expansum ha una
crescita maggiore con inoculi piu concentrati (0,15 cm al giorno, rispetto a 0,19 cm al
giorno). Se si considera poi che con inoculi meno concentrati, aumenta il tempo di latenza, la
differenza ¢ ancora maggiore.

Il controllo delle spore nei locali di stoccaggio e lavorazione, e quindi le condizioni igieniche
di tali luoghi, influenzano direttamente la probabilita che le spore raggiungano le ferite della
mela, la possibilita di dare inizio all’infezione, il tempo che trascorre prima della comparsa di
sintomi, e quindi nel complesso la gravita del marciume. Riuscendo a contenere P. expansum
si puo limitare la percentuale di mele colpite e la percentuale di mela danneggiata. In piu si
puo influire direttamente sulla produzione di patulina; questo in quanto, marciumi piu estesi
presentano accumuli di patulina maggiori.

Molto spesso per il controllo della muffa verde-azzurra delle pomacee si ricorre all’uso di
fungicidi. Solitamente si parla di prodotti applicati prima della conservazione per fare in
modo che il fungo non si sviluppi. Il problema di tali trattamenti ¢ che la loro efficienza ¢ in
diminuzione a causa dello sviluppo di ceppi meno sensibili ai principi attivi. La tendenza ¢
quella di alternare diversi fitosanitari o aumentare la dose, ma la conseguenza ¢ quella di un
aumento dei residui nel prodotto finito. Oltre a cid, sembra che alcuni fungicidi possano
addirittura stimolare la produzione di patulina, ottenendo accumuli maggiori. Per tutti questi
motivi la tendenza ¢ quella di cercare di abbandonare tali trattamenti favorendo quelli che
non utilizzano sostanze chimiche di sintesi.

Le interazioni tra i microrganismi avvengono in modo ubiquitario e il risultato di tale
influenza reciproca puo essere il mutualismo, il neutralismo o 1’antagonismo. In quest’ultimo
caso uno dei due soggetti viene sostituito dall’altro attraverso diversi modi: competizione per

1 nutrienti, colonizzazione, antibiosi diretta 0 una combinazione di esse. Uno dei metodi per
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controllare i patogeni, come P. expansum, ¢ proprio quello di andare a creare un antagonismo
con un altro microrganismo cosi da limitarne la crescita. Questi antagonisti, che generalmente
sono batteri o lieviti, sono comunemente conosciuti come BCA (Biological Control Agent) e
sono solitamente isolati dalla superficie dei frutti. L’'uso dei BCA ha come maggior
vantaggio, oltre a quello di inibire la proliferazione di P. expansum, quello di essere un
metodo sano e rispettoso dell’ambiente.

Prima di tutto, un potenziale BCA deve essere testato affinché i suoi effetti non siano negativi
nei confronti della salute umana, in seguito bisogna verificarne ’idoneita all’applicazione
industriale. Talvolta, sebbene 1’azione del BCA sia dimostrata, in condizioni di conservazione
tale effetto si presenta in modo insufficiente o non si manifesta, facendo diventare inutile
’utilizzo di questi microrganismi.

Nella Tab. 4 sono riportati alcuni esempi di lieviti che si sono dimostrati degli inibitori della
crescita di P expansum. Dopo diversi studi si ¢ visto che questi BCA sono in grado di
antagonizzare il patogeno della muffa verde-azzura delle pomacee in diversi modi, senza
andare ad alterare peso, durezza, solidi totali solubili, acidita e livelli di acido ascorbico nelle
mele [Cao et al., 2013]. Inoltre, presentano caratteristiche interessanti, come l'assenza di
produzione di micotossine, l'assenza di effetti allergici e 1 benefici per la salute umana e
animale [Godana et al., 2020]. I meccanismi che interferiscono con lo sviluppo di P
expansum sono riconducibili nella maggior parte dei casi alla competizione per i nutrienti e lo
spazio, la sintesi di enzimi litici (B-1,3 glucanasi e chitinasi in grado di idrolizzare la parete
delle cellule del micelio) e la chelazione del ferro. Ulteriore efficacia nel colonizzare il frutto
e bloccare la crescita dei patogeni ¢ data dalla possibilita di alcuni lieviti di creare biofilm
[Cordero-Bueso et al., 2017]. Infatti, piu velocemente le ferite e I’esocarpo della mela sono
ricoperte di lievito, minore sara la possibilita per il patogeno di insediarsi e dare 1’alterazione.
Questi BCA sono anche in grado di inibire direttamente la germinazione delle spore o lo
sviluppo del micelio in quanto causano il rigonfiamento e la denaturazione del protoplasto del
patogeno [Yu et al., 2020]. Lo sviluppo dei lieviti sulla superficie della mela, sembra anche
induca la produzione di metaboliti che sono coinvolti nella resistenza agli attacchi dei
microrganismi. Nei frutti trattati, si ¢ registrato un aumento di attivita di perossidasi,
polifenolossidasi e catalasi. Questi enzimi sono direttamente collegati al meccanismo di
lignificazione delle cellule della pianta ospite che diventano meno penetrabili da parte del
fungo.

Rhodosporidium paludigenum ¢ stato uno dei microrganismi studiati per capire il

collegamento tra i BCA e I’induzione della resistenza ai patogeni da parte del frutto. Si ¢
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osservato che la parete cellulare di questo lievito, pud portare a una riduzione della
germinazione di P. expansum nelle ferite del frutto dopo 24 ore dall’applicazione. La
distribuzione di estratto di parete cellulare di questo lievito, ha indotto nel frutto, a livello
trascrizionale, la produzione di proteine legate alla patogenesi (PR). Nello specifico, queste
PR si sono dimostrate essere endo-B-1,3-glucanasi e endochitinasi, che sono in grado di
inibire direttamente la crescita dei funghi in quanto degradano il -1,3-glucano e la chitina
presente nella loro parete cellulare [Sun et al., 2018]. Si ¢ osservato, inoltre, che R.
paludigenum, puo portare a una riduzione della germinazione di P. expansum nelle ferite del
frutto dopo 24 ore dall’applicazione.

Essendo che le mele mature sono conservate a basse temperature per prolungare la durata e,
che in tali condizioni i lieviti non possono essere applicati su larga scala, Arrarte et al. (2017)
hanno isolato un lievito psicrofilo. Si tratta di Candida sake ceppo 41E ritrovata in campioni
di acqua e suolo della regione subantartica e in grado di inibire la proliferazione di P
expansum tramite la formazione di composti organici volatili (VOC). Nello studio si € riusciti
a stabilire che I’incidenza della muffa verde-azzura delle pomacee, su mele conservate a 25 o
0°C per 7 o 30 giorni e trattate con C. sake 41E, era diminuita del 25%. Altro lievito in grado
di svilupparsi a basse temperature e inibire P. expansum si tratta di Metschnikowia
andauensis ceppo NCYC 3728 (PBC-2). Questo microrganismo ha dimostrato di avere una
buona attivita di biocontrollo su un’ampia gamma di pomacee conservate a 1°C £ 0,5°C per 3
mesi; inoltre, non ¢ in grado di svilupparsi su liquido gastrico simulato a 37°C, testimoniando
I’incapacita di svilupparsi all’interno dello stomaco umano [Manso e Nunes, 2011].

Nella Tab. 4 sono riportati altri lieviti potenzialmente utilizzabili come BCA, pero, non tutti
sono considerati Generally Regarded as Safe (GRAS) dalla FDA. Infatti, Rhodotorula
mucilaginosa [Deligios et al., 2015], Candida guilliermondii [Lan e Xu, 2006] e
Aureobasidium pullulans [Kopecka et al., 2003], sono stati classificati come patogeni
opportunisti e quindi la loro applicazione in sicurezza non puo essere garantita.

Oltre ai lieviti, BCA potenzialmente utilizzabili e studiati sono i batteri. Paenibacillus
polymyxa [Zhou et al., 2008], Pseudomonas fluorescens [Wallace et al., 2017], Rhodobacter
sphaeroides [Wang et al., 2016], Bacillus subtilis [Wang et al, 2016], Bacillus cereus [ Wang
et al,, 2015a,b] e Lactobacillus plantarum [Hawar et al., 2013]. Questi microrganismi
interferiscono in diverso modo per alterare lo sviluppo di P. expansum e contrastarlo; si parla
di produzione di antibiotici, composti volatili e acidi organici come si vede in Tab. 5.

B. subtilis si presenta come un ottimo agente di biocontrollo in quanto, oltre a produrre

endospore resistenti nell’ambiente, ¢ in grado di sintetizzare composti antimicotici come
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Tab. 4. Specie di lieviti in grado di inibire la crescita di P. expansum.

Specie

Meccanismo di azione

Frutti testati

Trattamento di biocontrollo

Incidenza della
malattia dopo il
trattamento (%)

Riferimento

Pichia ohmeri

Produzione di tossine
killer

Coelho et al., 2009

Rhodotorula Competizione per i Mele con ferite 1x108 cellule/mL, conservate <30 Zheng et al., 2017

mucilaginosa nutrienti a 20°C per 7 giorni

Rhodotorula Competizione per i Mele con ferite 1x108 cellule/mL, conservate <30 Lima et al., 2011

kratochvilovae nutrienti a 20°C per 7 giorni

Rhodotorula Riduzione stress da Mele con ferite 1x107 cellule/mL, conservate <45 Chen et al., 2015b

glutinis ossidazione a 25°C per 4 giorni

Starmerella Produzione di composti ~ Mele con ferite 1x107 cellule/mL, conservate - Nadai et al., 2018

bacillaris volatili a 25°C per 7 giorni

Candida Produzione di tossine - - - Coelho et al., 2009

guilliermondii killer

Candida sake Produzione di composti ~ Mele con ferite 1x107 cellule/mL, conservate 53,0 Torres et al., 2007
organici volatili a 0°C per 30 giorni

Cryptococcus Induce produzione di Mele con ferite 1x10® cellule/mL, conservate <50 Yuetal., 2013

laurentii ROS a25°C per 4 giorni

Cryptoccocus Produzione di enzimi Mele con ferite 1x10° cellule/mL, conservate <10 Lutz et al., 2013

victoriae litici a 0°C per 120 giorni

Cryptoccocus Produzione di enzimi Mele con ferite 1x10° cellule/mL, conservate <15 Lutzetal., 2013

albidus litici a 0°C per 120 giorni

Aureobasidium Produzione di enzimi Mele intatte 1x10°® cellule/mL, conservate 25,0 Zhang et al., 2010

pullulans litici a 4°C per 45 giorni

Metschnikowia Competizione per i Mele con ferite 1x107 cellule/mL, conservate - Ruiz-Moyano et

pulcherrima nutrienti a 1°C per 30 giorni al., 2016
Tab. 5. Ceppi batterici in grado di inibire la crescita di P._expansum.
Ceppo Composti Frutti testati Riferimento
Paenibacillus polymyxa HT16 Proteina 4517 Da - Zhou et al., 2008

Pseudomonas fluorescens

Composti volatili

Mele con ferite

Wallace et al., 2017

Rhodobacter sphaeroides

Non determinato

Mele con ferite

Wang et al., 2016

Agrobacterium tumefaciens

Non determinato

Mele con ferite

Wang et al., 2016

Bacillus subtilis CICC 10034

Non determinato

Mele con ferite

Wang et al., 2016

Weissella cibaria TM128

Acidi organici

Mele con ferite

Trias et al., 2008

Rahnella aquatilis

Non determinato

Mele con ferite

Calvo et al., 2007

Lactobacillus plantarum UFG 121

Acidi organici

- Russo et al., 2017

Lactobacillus plantarum CECT 749

Peptidi

- Luzetal.,, 2017
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lipopeptidi, fengicina ed enzimi in grado di aggredire 1 polimeri strutturali dei funghi [Gao et
al., 2018; Wang et al., 2016]. Secondo recenti ricerche pero, oltre a queste sostanze, B.
subtilis ¢ in grado di creare una serie di VOC derivanti da metabolismi primari e secondari,
che a loro volta hanno una forte azione antimicotica [Gao et al., 2018]. A temperatura
ambiente e in refrigerazione durante la conservazione a breve termine, Bacillus sp. SL-6, € in
grado di ridurre I’incidenza e la gravita della muffa verde-azzura delle pomacee [Cozzolino et
al., 2020]. I metaboliti prodotti da Bacillus spp., essendo molto biodegradabili e poco tossici,
potrebbero essere ulteriormente sviluppati per poter essere utilizzati come agenti alternativi
per il controllo delle malattie della frutta in post-raccolta. Rhanella aquatilis ¢ un altro
batterio studiato per il suo meccanismo di biocontrollo. Questo batterio, infatti, a
concentrazioni di 10° cell/mL a 28°C, ¢ in grado di bloccare la germinazione delle spore di P
expansum ¢ di ridurre la severita dell’attacco del 57% a 4°C [Calvo et al., 2007]. Gli autori
hanno riportato che l'inibizione della germinazione del fungo si verifica quando c'e
un'interazione diretta tra l'antagonista e il patogeno. Si ¢ visto infatti che, se i due
microrganismi coinvolti venivano separati da un filtro a membrana, I’azione del batterio sul
fungo non si presentava, anche se 1 metaboliti erano in grado di essere interscambiati.
Pertanto, il meccanismo esatto con cui questo antagonista inibisce la germinazione delle
spore non € ancora chiaro, anche se sembra necessario un contatto diretto.

Anche 1 batteri lattici (LAB), che ormai sono di largo impiego nella produzione di alimenti,
sono stati testati per I’'uso come BCA, anche se le condizioni di crescita sulla superficie dei
frutti non sono per loro ottimali. I composti secreti da questa tipologia di batteri sono
considerati antimicotici e Lactobacillus plantarum ha dimostrato anche buone capacita di
assorbire e degradare la patulina [Wang et al., 2015 a, b].

Secondo Etebarian et al. (2005), ’uso di Pseudomonas fluorescens su mele a temperatura
ambiente, riduce 1 marciumi causati da P. expansum del 60-100%. Questo antagonismo ¢
stato spiegato dal fatto che il batterio ¢ in grado di sequestrare il ferro. Altro possibile BCA
testato ¢ stato Pseudomonas syringae che ¢ in grado di ridurre I’incidenza della muffa
verde-azzura del 50% se usato singolarmente, ¢ del 90% se usato in co-trattamento con
fungicidi [Errampalli et al., 2006].

Quelli sopra descritti sono BCA che sono stati studiati andando ad essere applicati sui frutti
dopo la raccolta e prima della conservazione, ma 1’utilizzo di questi agenti di biocontrollo
puo essere fatto anche nel pre-raccolta. Lahlali et al. (2009) hanno testato I’antagonismo di
Pichia anomala nei confronti di P. expansum in campo, trattando direttamente le piante.

Nonostante la variabilita di condizioni, alcuni saggi hanno mostrato una consistente riduzione
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della marcescenza delle mele nel post-raccolta. Il problema ¢ che gli eventi meteorologici
(temperatura, aria, umidita, pioggia) influenzano molto il successo dell’applicazione dei BCA
e il microclima del frutteto influenza la loro vitalita [Ippolito e Nigro, 2000].

I composti antifungini, oltre a essere prodotti da lieviti e batteri, possono anche essere
prodotti dalle piante, sia in risposta a stress che ad attacchi patogeni [Zhong et al., 2018]. Oli
essenziali, estratti vegetali e flavanoni, essendo sicuri, facilmente decomponibili, ecologici e
non fitotossici, negli ultimi anni sono stati soggetti a molte ricerche. Questi composti possono
essere associati a BCA per aumentarne I’efficacia. Un esempio ¢ lo jasmonato di metile
(MeJA) che ¢ un fitormone prodotto dalle piante sottoposte a stress. Questa sostanza permette
di aumentare 1’efficacia di Meyerozyma guilliermondiidella nel contrasto della muffa
verde-azzura, abbassando la sua incidenza dal 42,4% al 21,6% [He et al., 2020]. Oltre a cio il
MelJA ¢ in grado di prolungare la shelf-life dei frutti in quanto ¢ in grado di incrementare
I’espressione di enzimi di difesa come chitinasi, B-1,3-glucanasi, polifenolossidasi e
perossidasi. Anche la glicina betaina (GB) in associazione a Sporidiobolus pararoseus ceppo
Y16 riesce a ridurre significativamente 1’incidenza e il diametro delle lesioni di P. expansum
rispetto ai controlli o ai campioni trattati con solo S. pararoseus. Se ’'incidenza del controllo
dopo 7 giorni di conservazione era del 100%, con 1’uso di S. pararoseus Y 16 modificato con
GB era solo dell'11,1% [Abdelhai et al., 2019]. Singolarmente sono stati testati anche altri
estratti da aglio [Ikeura et al., 2011], peperoncino [Luo et al., 2011], limone [ Venturini et al.,
2002], cumino [Mohammadifaret al., 2012] e cannella [Cvek et al., 2010].

Per quanto riguarda gli oli essenziali, invece, si tratta di metaboliti secondari delle piante che
hanno funzioni antimicrobiche naturali. Secondo uno studio di Zhou et al. (2018), il decanale
esogeno degli oli essenziali ¢ in grado di andare a inibire la produzione di patulina,
I’espressione dei geni di biosintesi di P. expansum e quindi controllare il marciume della
muffa verde-azzura su mele nel post-raccolta. Altri oli essenziali testati sono stati quelli di
menta, basilico e di cedro bianco [Singh e Geeta, 2007].

Oltre alle tecniche di biocontrollo, sono stati sviluppati anche metodi di controllo fisico;
questi sono I’atmosfera controllata, i1 trattamenti termici e 1’irradiazione. L’atmosfera
controllata (CA), insieme all’abbassamento della temperatura, consente una riduzione
considerevole del metabolismo dei prodotti ortofrutticoli, ritarda la senescenza, ha azione
fungistatica ritardando la crescita e lo sviluppo dei patogeni post-raccolta e mantiene la
qualitd di frutta e verdura per periodi piu lunghi. Pud essere considerato un metodo
complementare per la gestione dei patogeni e prevede ambienti con elevati livelli di anidride

carbonica (CO,) e ridotte percentuali di ossigeno (O,). Per quanto riguarda le concentrazioni
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dei gas si passa da un 21% di O, dell’atmosfera, a 1-3%, mentre da un 0,04% della CO, a un
1,5-5%. Le condizioni di ossigeno basso (LO) e di ossigeno ultrabasso (U-LO) si riferiscono
sia alla percentuale di O, che di CO, in equilibrio con 1'azoto (N,). Nel primo caso ci si
riferisce a pressioni parziali di O,/CO, di 3/3%, mentre per la U-LO si parla di condizioni di
3/1% [Morales et al., 2009]. La crescita di P. expansum ¢& scarsamente influenzata da alti
livelli di CO,; infatti, ¢ stato registrato che tale fungo pud crescere senza essere
completamente inibito anche con livelli di 12% di CO, [Sitton e Patterson, 1992]. Altra
caratteristica di P. expansum ¢ la capacita di svilupparsi anche con bassi livelli di ossigeno. Si
puo dire, infatti, che ha scarso fabbisogno di questo gas ed ¢ in grado di accrescersi anche a
2,1% di O, [Pitt e Hocking, 1997]. La muffa verde-azzura delle pomacee, come testimonia lo
studio di Sydenham et al. (1997), ¢ influenzata maggiormente dalle alte concentrazioni di
CO, che dalle basse concentrazioni di O,. Morales et al. (2007) sono andati a studiare gli
effetti di LO e U-LO a basse temperature sulla crescita di P. expansum. Quello che hanno
visto ¢ stato che dopo 2 mesi di conservazione, le mele in U-LO presentavano lesioni da
muffa verde-azzura maggiori rispetto alle mele conservate in LO. Questo conferma la teoria
che il fungo patogeno, ¢ piu sensibile ad alti livelli di CO, che a bassi livelli di O,. Oltre a
questo, anche la perdita di caratteristiche organolettiche come la compattezza e I’acidita,
erano maggiori nelle mele conservate per 3 mesi in ambiente a 1% di CO, rispetto a 3% di
CO, [Chang et al., 2005]. Nonostante la U-LO pare abbia scarsi risultati nei brevi periodi di
conservazioni, il suo effetto aumenta con 1’allungamento del tempo di stoccaggio dei frutti.
Dopo 2,5 mesi di CA, in termini di lesioni non sono state rilevate differenze tra LO e U-LO
[Morales et al., 2007]. Pare che basse concentrazione di ossigeno per un tempo prolungato
possono causare danni permanenti al fungo.

Per quanto riguarda i trattamenti termici sono impiegati per sanificare i frutti e migliorare il
processo di cicatrizzazione delle eventuali ferite e microferite. Oltre a cio ha il vantaggio di
migliorare il colore delle mele, inibire alcuni enzimi idrolitici responsabili
dell’ammorbidimento dei tessuti e ridurre la produzione di etilene [Lurie et al., 1998]. Tutto
questo influisce sul ritardo della maturazione e cio aiuta a limitare gli attacchi dei funghi
patogeni. L’immersione delle mele in un bagno di acqua calda a 55°C per 15 secondi con
spazzolatura, ha ridotto di molto lo sviluppo del marciume sia a 20°C per 4 settimane che a
1°C per 4 mesi [Fallik et al., 2001].

Lo sviluppo di P. expansum pud essere ridotto anche con I’impiego della radiazione gamma.
Questa tecnologia per lo piu viene associata a un’altra tecnica di controllo come ad esempio

le basse temperature o la CA. Drake et al. (1999) hanno evidenziato la possibilita di riduzione
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dell’incidenza della muffa verde-azzura esponendo le mele di varieta Fuji e Granny Smith a
radiazione gamma tra 0,30 e 0,90 kGy. Si riporta che la perdita di compattezza rilevata
dipendeva dalla cultivar, ma comunque non c’¢ stata nessuna perdita di acidita titolabile. Nel
micelio di P expansum trattato con radiazioni gamma a 1,0-3,0 kGy si sono osservati
cambiamenti morfologici, scomparsa di fialidi e perdita di capacita di formare conidi [Foaad
et al., 2002]. Basse dosi di radiazioni gamma (0,3-0,6 kGy) associate a una conservazione in
refrigerazione, hanno ridotto al minimo le perdite dovute alla muffa verde-azzura di mele Red
Delicious inoculate con P. expansum e conservate per 9 mesi [Mostafavi et al., 2012]. Sono
state rilevate anche mutazioni morfologiche in conidi di P. expansum dopo I’esposizione per
30 minuti a raggi UV [Ulevicius et al., 2008]. Gomez-Ldpez et al. (2007) hanno studiato
I’effetto della luce UV pulsata, ricca in UV-C per la decontaminazione di frutta e verdura.

In conclusione, per il controllo di P. expansum nel post-raccolta, si stanno studiando numerosi
composti chimici che, oltre a interferire con lo sviluppo del patogeno, devono essere
ecologici e non pericolosi per i consumatori. L’acido fitico e I’acido ascorbico sono utilizzati
per aumentare ’efficacia di alcuni BCA nei confronti della muffa verde-azzura [Yang et al.,
2015], mentre il bicarbonato di sodio e il cloruro di calcio sono stati studiati per il loro effetto
diretto sullo sviluppo di P. expansum [Ippolito et al., 2005]. Il calcio ¢ in grado di interferire
sulla germinazione delle spore, sull’attivita degli enzimi pectinolitici fungini e aumenta la
resistenza della parete cellulare delle cellule del frutto.

L’uso sinergico delle tecniche di controllo biologico, fisico e chimico ha dimostrato migliore
efficacia e migliore stabilita. Oltre a questo, permette di utilizzare quantita molto inferiori di
fungicidi o di trattamenti piu brevi per ottenere lo stesso risultato [Yu et al., 2020]. Negli
ultimi decenni sono stati condotti numerosi studi per individuare metodi privi di fungicidi per
il controllo della muffa verde-azzura delle pomacee e si ¢ notato che, per una gestione
integrata della malattia, ¢ necessaria 1’applicazione combinata di piu strategie. Nella Tab. 6
sono riportati alcuni esempi di trattamenti combinati per il contenimento di P. expansum.

La ricerca evidenzia che gli approcci di controllo hanno un potenziale contro P. expansum,
ma una qualsiasi tecnica da sola, non ¢ sufficiente a garantire il controllo della muffa
verde-azzura delle pomacee nel post-raccolta. La combinazione di diversi approcci consente

maggiore efficacia e minor possibilita di sviluppo di resistenze.
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Tab. 6. Applicazione combinata di diversi metodi di controllo di P. expansum.

Combinazione di
metodi

Dose

Frutti testati

Incidenza della
malattia dopo il
trattamento (%)

Riferimento

Trattamento con aria Aria calda a 45°C per 4 ore + 10°  Mele intatte e 0 Zhao et al., 2019
calda + Pichia cellule/mL e conservazione a con ferite
guilliermondii 25°C per 4 giorni
Glicina betaina + ImM + 5x107 cellule/mL, e Mele con ferite 0 Siuetal., 2012
Cystofilobasidium conservazione a 25°C per 4
infirmominiatum giorni
Acido fitico + Pichia 4 ymol/mL + 2x108 cellule/mL e ~ Mele con ferite <10 Mahunu et al.,
caribbica conservazione a 20°C per 10 2016

giorni
Acido ascorbico + 250 ugmL + 1x10% cellule/mL e  Mele con ferite <20 Lietal, 2014a
Pichia caribbica conservazione a 25°C per 15

giorni
Radiazioni gamma + 200 Gy + 1 x 10* cellule/mL e Mele con ferite 0 Mostafavi et al.,

Pseudomonas
fluorescens

conservazione a 1°C per 9 mesi

2013
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5 METODI DI DECONTAMINAZIONE E DETOSSIFICAZIONE DELLA
PATULINA IN PRODOTTI FRESCHI E PROCESSATI

Lo sviluppo di P. expansum nelle mele in post-raccolta comporta la contaminazione da
patulina dei tessuti. Poiché i frutti con questi difetti non vengono utilizzati per il consumo
fresco, ma vengono destinati alla produzione di puree o succhi, tali prodotti potrebbero
contenere livelli piu elevati di patulina rispetto ai limiti, determinando un rischio per i
consumatori. Come gia riportato, le lesioni nelle mele portano a un aumento considerevole
dei frutti colpiti da muffa verde-azzura, quindi, un primo accorgimento per aumentare la
qualita dei frutti ¢ sicuramente quello di avere dei buoni metodi di raccolta e trasporto. A
testimonianza di cio, uno studio di Jackson et al. (2003), ha visto che la patulina non era
rilevabile nel sidro prodotto da 7 varieta di mele fresche raccolte da albero, mentre nel sidro
ottenuto da 4 varieta di mele raccolte a terra, arrivava a concentrazioni comprese tra 40,2 e
374 mg/L.

I metodi per ridurre la patulina nei prodotti trasformati si dividono in tecniche di
decontaminazione e tecniche di detossificazione. Nel primo caso si parla di interventi
preventivi che cercano di evitare che la patulina arrivi a concentrazioni troppo elevate nel
prodotto finito. In questo caso la molecola non viene distrutta o degradata, semplicemente
viene allontanata eliminando le parti di materia prima che potrebbero essere pit contaminate.
Nel secondo caso invece si parla di distruzione o inattivazione in sito della patulina con
strategie che vanno per lo piu ad agire direttamente sulla molecola eliminandola o
modificandone la struttura. Con le tecniche di detossificazione si interviene su prodotti che si

ha gia la conferma che presentano livelli alti di patulina e si attuano per cercare di ridurla.

5.1 Metodi di decontaminazione

Uno dei primi metodi di decontaminazione che si possono riscontrare nel flowsheet di
produzione del succo, del sidro o delle puree a base di mela, ¢ quello della cernita. Questo
passaggio ¢ molto importante in quanto le mele utilizzate per produrre questi alimenti,
solitamente sono ricche di ammaccatura, lesioni e marciumi, e la cernita ci permette di
eliminare 1 frutti di minor qualita [Acar et al., 1998; CODEX, 2003]. Questo, quindi, incide
direttamente sulla quantita di patulina del prodotto finito e permette di ridurre anche la
possibilita di contaminazione incrociata. Selezionando le mele con lesioni da muffa
verde-azzura inferiori ai 10 cm?, si & dimostrato che il contenuto di patulina in sidro torbido e

limpido si ¢ ridotto rispettivamente da 15,8 ug/kg a 1,1 pg/kg e da 8,3 ng/kg a 0,6 pg/kg,
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rispetto a un controllo senza cernita [Baert et al., 2012]. Il problema di questo metodo ¢ che, a
meno che le aree deteriorate non siano visibili in superficie, I’individuazione delle mele
colpite da P. expansum & molto difficile.

Esistono altre misure che possono essere adottate per ridurre il contenuto finale di patulina e
aumentare la sicurezza del prodotto oltre alla cernita. I piu utilizzati in genere sono il
lavaggio e 1’asportazione delle parti del frutto marcescenti.

Il lavaggio, tipicamente, viene effettuato tramite immersione in una vasca d’acqua o tramite
I’applicazione di getti a pressione. Il fine principale di tale operazione ¢ quello di rimuovere
detriti, sporcizia e residui vegetali, i quali, come riportato nel capitolo 4, possono trasportare
propaguli fungini. Essendo la patulina una molecola solubile in acqua, il lavaggio ha anche il
vantaggio di solubilizzare una parte della micotossina, riuscendo ad allontanarla dalle mele
[Cole et al., 2003]. Diversi studi hanno evidenziato che proprio questa ¢ una delle fasi piu
critiche della lavorazione, non solo perché la patulina puo essere ridotta anche del 54% [Acar
et al., 1998; Sydenham et al., 1995], ma anche perché se mal gestita, [’acqua di lavaggio puo
diventare una fonte di contaminazione incrociata per I’intero impianto di lavorazione. Un
altro studio ha dimostrato che la pulizia delle mele prima della trasformazione ha maggiore
effetto rispetto al trattamento con enzimi o alla microfiltrazione. Infatti il lavaggio consente la
riduzione del 33,6% della patulina, mentre le altre due tecniche, rispettivamente, consentono
una riduzione solo del 9,9% e del 3,7%, rispettivamente [Yuan et al., 2010]. Jackson et al.
(2003) hanno dimostrato che 1’efficacia del lavaggio con getti ad alta pressione ¢ maggiore
rispetto all’immersione in vasche di acqua rotante. Questo perché I’acqua in pressione
favorisce anche la rimozione fisica della parte di polpa infetta, dove 1 livelli di patulina sono
maggiori. Pur essendo una tecnica molto efficace per rimuovere la patulina, il solo lavaggio
non ¢ sufficiente a garantire la sicurezza dei prodotti finiti e deve essere applicata come un
punto di controllo critico, attentamente seguito € monitorato.

Altro metodo per la mitigazione della patulina nei prodotti a base di mele ¢ quello di
eliminare le parti rovinate o marcescenti del frutto. Essendo stato dimostrato che la patulina si
concentra per lo piu nei tessuti marcescenti o comunque danneggiati da P. expansum,
eliminando tali parti si riesce ad abbattere significativamente il contenuto di micotossina nel
prodotto finito [De Souza Sant’Ana et al., 2008]. Questa tecnica ha dimostrato risultati molto
soddisfacenti, riducendo addirittura del 93-99% il contenuto totale di patulina [Lovett et al.,
1995]. Questo metodo ¢ economicamente utile in quanto, a differenza della cernita, prevede
lo scarto solo di piccole porzioni, quelle effettivamente colpite dal patogeno e potenzialmente

pericolose. Come per le acque di lavaggio, anche questi scarti, essendo ricchi di propaguli
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fungini e tossina, vanno maneggiati con attenzione ¢ allontanati perché possono diventare a
loro volta fonte di inoculo o contaminazione [Rychlik et al., 2001]. Oltre all'eliminazione
delle aree marcescenti, ¢ interessante anche la mondatura e 1’asportazione del torsolo. Nella
produzione dei purea di mele, una passatrice in grado di allontanare 1 residui di buccia e
torsolo tramite setacci da 4 mm e 1,25 mm, ha mostrato una riduzione fino all’80% del livello
di patulina. Questo ¢ determinato dal fatto che, in mele contaminate, lo sviluppo di P.
expansum avviene per lo piu sull’esocarpo e nel torsolo [Janotova et al., 2011].

Le tecniche sopra descritte fanno riferimento a metodi di prelavorazione, ovvero applicate
prima che le mele siano trasformate. Di seguito sara analizzata la chiarificazione che puo
essere applicata ai prodotti trasformati liquidi per abbassare 1 livelli di patulina.

Le tecniche di chiarificazione e filtrazione sono sempre state comunemente utilizzate nella
produzione di succhi di frutta. Tale categoria di tecniche ¢ impiegata principalmente per
I’allontanamento di particelle solide che rendono torbide le soluzioni. Dopo studi, pero, si ¢
visto che una depectinizzazione, seguita da chiarificazione e filtrazione, potevano ridurre il
contenuto di patulina anche del 39% [Acar et al., 1998]. Questo avviene in quanto le
particelle in sospensione nel liquido contengono la maggior parte della contaminazione sia di
micotossine che di fungo patogeno. Bisseur et al. (2001) sono andati a studiare I’influenza
delle diverse tecniche di chiarificazione sulla patulina e hanno stimato che la bentonite ¢ in
grado di ridurre il livello di tossina totale in succo di mela dell’8,5%, le diatomee del 3,4%,
mentre la centrifugazione da sola ha determinato una riduzione del 20,5%.

L’uso di pectinasi nei succhi di mela, permette di rompere le catene di pectina che circondano
le proteine e di conseguenza facilita la loro sedimentazione. Poiche la patulina tende ad
essere associata a particelle proteiche in soluzione, una loro precipitazione consente di
allontanare anche la tossina dal succo.

Una tecnica piu costosa, sia in termini monetari che di tempo, ¢ quella dell’impiego di
carbone attivo in polvere o carbone come mezzo di filtrazione. Con entrambe le tecniche i
risultati hanno fatto registrare riduzioni del contenuto di patulina nel succo di mela del
98,15-100% [Sands et al., 1976]. Va tenuto conto che in studi piu recenti [GOkmen et al.,
2001] non si sono registrati livelli di riduzione cosi elevati da parte del carbone attivo.
Nonostante cio, 1’uso di carbone attivo ¢ risultata una tecnologia di chiarificazione molto
efficace nel ridurre il contenuto di patulina, anche se pare che sequestri anche altri elementi
che influiscono su colore, zuccheri e altri nutrienti [Root et al. 2015].

Microfiltrazione e ultrafiltrazione sono altre due tecniche utilizzate per I’illimpidimento dei

prodotti, che hanno, a confronto della chiarificazione, il vantaggio di usare meno coadiuvanti
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e la possibilita di essere effettuate in flusso continuo. Le due tecniche si distinguono per la
grandezza dei pori della membrana filtrante che nella microfiltrazione ¢ in grado di separare
particelle da 0,1 a 2 um, mentre 'ultrafiltrazione da 0,001 a 0,1 um. Sempre per il fatto che la
patulina ¢ associata alle particelle grossolane in sospensione, anche queste due tecniche sono
in grado di ridurre il contenuto della micotossina nei prodotti liquidi a base di mela. Welke et
al. (2009) hanno registrato un abbassamento del contenuto di patulina nel succo di mela del
20,1%; invece, 'ultrafiltrazione ha registrato una riduzione del 2,6% secondo lo studio di
Gokmen et al. (2001) e del 12% secondo lo studio di Acar et al. (1998). La diminuzione del
contenuto totale di patulina ¢ sicuramente collegata alla rimozione delle particelle grossolane
in sospensione e non alla filtrazione diretta della tossina. Questo potrebbe spiegare la
differenza dei risultati: la diversa composizione in particelle dei succhi utilizzati potrebbe

avere maggiore effetto sull’esito rispetto alla differenza di dimensione dei filtri.

5.2 Metodi di detossificazione

I metodi di detossificazione possono essere divisi in tre categorie in base alle tecniche
impiegate per la degradazione o distruzione della patulina all’interno dei prodotti alimentari. |
metodi possono essere fisici, nel caso si utilizzino calore, radiazioni, adsorbenti o altri
trattamenti non termici come le alte pressioni idrostatiche (HPP) o la luce pulsata (PL);
biologiche se si usano microrganismi, enzimi o molecole naturali; chimici se si fa uso di

sostanze in grado di degradare la tossina modificandone direttamente la struttura.

5.2.1 Metodi fisici

Una prima tecnologia di detossificazione ¢ quella dell’adsorbimento. Tale sistema si basa
sulla rimozione della patulina attraverso delle sostanze o dei microrganismi che sono in grado
di legarla e toglierla dal succo. Gli adsorbenti piu utilizzati sono quelli chimici, questo in
quanto hanno una serie di vantaggi, tra cui la praticita, la facile rigenerazione e 1’elevate
capacita di adsorbimento in tempi brevi. Un esempio di questi adsorbenti chimici sono le
microsfere magnetiche con gruppi sulfidrilici. Queste sferette di 1 um di diametro sono
costituite da un nucleo di ossido di ferro rivestito da uno strato di silicati attivati da gruppi
sulfidrilici. L’applicazione di questa tipologia di adsorbente ha registrato un’efficienza di
adsorbimento della patulina in succo di mela del 71,25% dopo solo 4 ore di contatto. Le
microsfere con la patulina poi sono separate dalla matrice succo tramite 1’uso di un separatore

magnetico per 5 minuti [Bayrag et al., 2019]. Liu et al. (2019) sono andati a studiare I’uso di
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diatomee avvolte da uno strato di ossido di grafene attivato con zolfo. GO-SH/diatomite,
secondo il lavoro, ¢ riuscito a rimuovere oltre il 90% della patulina da succo di mela con una
capacita di adsorbimento di 10,88 pg/mg (ug di patulina assorbita per mg di adsorbente
utilizzato) in 8 ore di contatto. Oltre all’elevata efficienza, questa tecnica ha anche il
vantaggio di riuscire a separare la matrice dall’assorbente con una semplice filtrazione (pori
di 0,45 pwm) e di lasciare invariate tutte le caratteristiche organolettiche del succo.
Successivamente ¢ stato sviluppato un altro adsorbente interessante a base metallo-organica
funzionalizzata con cisteina (UiO-66(NH2)@Au-Cys). Nello studio di Liu, Wang, Yang et
al. (2019), Ui0-66(NH2)@Au-Cys ¢ riuscito a ridurre significativamente i tempi di contatto a
solo 3 ore pur mantenendo livelli di adsorbimento alti, intorno ai 4,18 pg/mg. Per quanto
riguarda la citotossicita dei residui di questo composto all’interno del succo di mela, sono
stati condotti studi su cellule NIH 3T3 (cellule di fibroblasti di topo) che non hanno
evidenziato danni.

Altra categoria di adsorbenti sono quelli a base di biomolecole. La trietilene tetramina
(TETA) ¢ un reagente funzionalizzante che consente di modificare il chitosano innestando dei
gruppi amminici per migliorare la sua capacita di adsorbimento. Si ¢ osservato che la
modificazione di farina di mais con TETA, insolubile in acqua e ingabbiata da chitosano
magnetico (TETA-WICF/MCR), va a creare una struttura molto porosa che ¢ in grado di
adsorbire in modo molto efficiente la patulina. Questo composto ¢ in grado di adsorbire oltre
il 90% della micotossina in un succo di mela contaminato con 100 pg/L. L’uso di TETA per
modificare la resina di chitosano, ha messo a disposizione un maggior numero di gruppi
amminici (-NH,), nonché di gruppi ossidrilici (-OH) per poter legare la patulina. Per lo stesso
motivo lo studio ha riscontrato anche un aumento della percentuale di assorbimento della
micotossina all’aumentare del dosaggio dell’assorbente [Guo et al., 2020]. La resina di
chitosano e xantano CXCR (Cross-linked xanthated chitosan resin), in un altro lavoro, ¢ stata
preparata tramite reticolazione inversa in sospensione e utilizzando il disolfuro di carbonio
come agente di modifica per aumentare il contenuto di gruppi sulfidrilici. La resina CXCR ¢
stata testata in succo di mela e si ¢ visto avere una capacita di assorbimento della patulina di
23,8 ug/mg in 18 ore [Peng et al., 2016].

Il terzo gruppo di adsorbenti sono quelli che si basano sull’uso di microrganismi che sono in
grado di sequestrare la patulina. I bioadsorbenti a base di lievito hanno dimostrato molti
vantaggi nella rimozione dei composti tossici, ma hanno i problemi della bassa capacita di
adsorbimento e della difficolta di separazione dal succo. Per aggirare tali problemi un recente

studio di Qiu et al. (2020) ha verificato diversi modi per funzionalizzare i gruppi tiolici (-SH)
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e incorporare le cellule di lievito inattivato con l'aerogel di agar (Y-SH(Gl)@Agar).
Riuscendo a aumentare il contenuto di gruppi tiolici in grado di interagire, si ¢ riusciti ad
aumentare 1’adsorbimento di patulina. Tale tecnica, nonostante possegga una capacita di
adsorbimento di 1,08 ug/mg in 24 ore, ha 1 vantaggi di essere piuttosto economica, facile da
mettere in pratica e permette una semplice separazione dell’adsorbente dal succo di mela.
Secondo diversi studi anche i LAB sono interessanti bioadsorbenti. Attualmente la
decontaminazione della patulina con questi microrganismi avviene principalmente mediante
componenti della parete, come polisaccaridi e proteine che possiedono siti di legame [Yuan et
al., 2014; Wang et al., 2015b]. Tuttavia, Zoghi et al. (2017) sono riusciti a produrre un succo
di mela con Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus plantarum che nel corso di 6 settimane
di conservazione refrigerata sono riusciti a rimuovere il 91,33% del contenuto di patulina. Gli
autori hanno pero riferito che sono necessari altri studi per riuscire a capire 1’esatto
meccanismo di adsorbimento e per valutare la stabilita nel tratto gastrointestinale. I migliori
risultati ottenuti sull’adsorbimento della patulina da parte di microrganismi, si sono registrati
con I’impiego di Lactobacillus rhamnosus ceppo 6224 e Enterococcus faecium ceppo 21605
inattivati. Questi microorganismi hanno diminuito la patulina rispettivamente del 80,4% e del
64,5% [Hatab et al., 2012b]. Bifidobacterium bifidum ceppo 6071 e Lactobacillus rhamnosus
ceppo 6149 sono stati utilizzati sia come cellule vitali che non vitali, e nel giro di 24 ore
hanno rispettivamente restituito valori di riduzione di 52,9% e 54,1% per B. bifidum, e 51,15
e 52,0% per L. rhamnosus [Hatab et al., 2012a].

Nella Tab. 7 ¢ possibile osservare, oltre ai sistemi adsorbimento sopra descritti, altre tecniche
messe a confronto.

Spesso per la produzione degli alimenti si fa uso di trattamenti termici mirati
all’allungamento della conservazione. Un esempio ¢ la pastorizzazione o la sterilizzazione
che sono applicate a una svariata gamma di prodotti per aumentarne la loro sicurezza. Anche
evaporazione e distillazione sono processi che utilizzano il calore per permettere di rimuovere
I’acqua o altri componenti dagli alimenti. Nonostante I’uso di questi trattamenti termici sia
stato messo in discussione a causa dell’alta stabilita della patulina al calore, la
pastorizzazione negli anni ha dimostrato risultati diversi e contrastanti sulla detossificazione
della patulina. Nella tabella riassuntiva (Tab. 8) ¢ possibile osservare questi risultati. Sebbene
I’aumento del tempo e della temperatura di riscaldamento, solitamente, aumentino il livello di
riduzione di patulina, la maggior parte della degradazione della molecola avviene nei primi
momenti di applicazione del processo [Kadakal et al., 2003]. Se Scott et al. (1968) hanno

riportato che un trattamento di pastorizzazione a 80°C per 20 minuti era in grado di ridurre il
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Tab. 7. Confronto di capacita di adsorbimento di patulina in succo di mela tra vari adsorbenti.

Adsorbimento

Capacita di adsorbimento Tempo

di Riferimento

della patulina (pg/mg) adsorbimento (h)
Adsorbente a base metallo-organica 4,18 3 Liu, Wang, Yang
funzionalizzato con cisteina etal., 2019
UiO-66(NH2)@Au-Cys
Microsfere magnetiche con gruppi 2,375 4 Bayrag et al., 2019
sulfidrilici
Ossido di grafene funzionalizzato con 10,68 8 Liu, Wang, Wang
zolfo (GO-SH) etal., 2019
Fe304@SiO2@CS-GO@MIP 7,11 24 Sun et al., 2020
Cross-linked xanthated chitosan resin 23,81 18 Peng et al., 2016
(CXCR)
Lieviti inattivati in aerogel 1,077 24 Qiu et al., 2020
Y-SH(Gl)@Agar
Cellule di Alicyclobacillus 0,0126 24 Sajid et al., 2018

acidocaldarius inattivate con il calore

Tab. 8. Influenza dei trattamenti termici sulla riduzione di patulina in prodotti liquidi a base di mela

Temperatura di Tempo di processo  Contenuto iniziale  Riduzione della  Riferimento
processo (°C) (min) di patulina (ng/kg)  patulina (%)
80 20 4 55 Scott et al., 1968
80 30 ND NS Kubacki et al., 1986
90 0,17 96,5 13,4 Kadakal et al., 2002
90 0,17 20 19 Wheeler et al., 1987
90 0,5 433 39,6 Welke et al., 2009
90 7 1500 60 Taniwaki et al., 1992
90 10 140 12,1 Janotova et al., 2011
90 20 220 18,8 Kadakal et al., 2003
90 20 1000 NS Woller et al., 1982
100 20 220 26 Kadakal et al., 2003

NS= nessuna riduzione significativa nel contenuto di patulina, ND= dati non disponibili

contenuto di micotossina del 50% nel succo di mela, Kubacki et al. (1986) riportano che la

patulina era stabile per 30 minuti a 80°C. Nello stesso lavoro si riporta che per ottenere una

riduzione della micotossina sono necessari almeno 120°C per 30 minuti. In studi successivi,

I’introduzione di tecniche ad alta temperatura e breve durata (HTST) a 90°C per 10 secondi
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hanno fatto registrare maggiori riduzioni del contenuto di patulina (-18,8%) [Wheeler et al.,
1987]. Successivi lavori, perd, hanno portato all’ottenimento di risultati ancora contrastanti:
la riduzione di patulina era rispettivamente del 18,81% e del 25,99% con pastorizzazione a
90°C e 100°C rispettivamente per 20 minuti [Kadakal et al., 2003]. La distillazione ha
dimostrato di incidere in modo significativo sul contenuto di patulina, ¢ in uno studio di
Kubacki et al. (1986) si ¢ visto che le riduzioni possono arrivare anche al 24%. Questo ¢
causato dall’effetto del calore sulla molecola della micotossina e non dalla sua volatilita
[Kryger et al., 2001]. Il processo di evaporazione, applicato a succo di mela a 96°C per 30
secondi, ha registrato una diminuzione della micotossina del 28,4% [Welke et al., 2009],
valore piu alto rispetto a quelli registrati da Kadakal et al. (2003), che riportavano una
riduzione del 14,1% con un trattamento a 80°C per 20 minuti. Nel caso in cui i prodotti
trasformati a base di mela siano sottoposti a trattamenti termici prolungati, la patulina si
scinde in molecole di degradazione piu piccole, 1’acido gliossilico e il
3-cheto-5-idrossi-pentanolo [Collin et al., 2008; Tabatabaie et al., 2010].

La grande variabilita dei risultati ottenuti con 1’applicazione di questi processi termici puo
essere attribuita ai diversi parametri di trattamento e alle caratteristiche del prodotto di
partenza. Un esempio puo essere il livello iniziale di patulina nel succo; se si parte da un
prodotto con un contenuto di 200 pg/L, difficilmente un trattamento termico riuscira a portare
la contaminazione dell’alimento sotto i limiti di legge (50 pg/L) [Kadakal et al., 2003]. Altro
esempio puo essere la presenza di particelle grossolane in sospensione come fibre, proteine o
zuccheri. Queste possono legare la patulina e renderla piu stabile e meno alterabile dalle alte
temperature [Welke et al., 2009]; per tale motivo le puree di mela tendenzialmente
contengono livelli piu elevati di questa micotossina [Raiola et al. 2012]. Pure il pH del succo
influenza 1 trattamenti termici; la patulina ha dimostrato di resistere anche a 125°C
nell’intervallo di pH 3,5-5,5 [Lovett et al., 1973]. Altra spiegazione della insufficiente
coerenza dei risultati dei trattamenti termici puo essere la creazione di diversi legami tra la
patulina e la matrice. Essendo molto reattiva, questa tossina ¢ in grado di reagire in modo
diverso con solfiti, tioli o altri composti, determinando resistenze diverse alla degradazione
termica.

Irradiazione con luce UV, luce pulsata (PL) e alte pressioni idrostatiche (HPP) sono tre
processi di detossificazione fisica non termici che hanno dimostrato avere influenza sulla
riduzione del contenuto di patulina nei prodotti a base di mela.

La radiazione con luce ultravioletta (UV) ¢ sempre stata utilizzata per alterare e abbattere la

carica microbica, ma successivamente diversi studi, hanno dimostrato che questa tecnica ¢ in
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grado anche di modificare la struttura della molecola di patulina riuscendo a diminuirne la
tossicita e il suo contenuto totale. Con un intervallo di esposizione che va da 14,2 a 99,4
mJ/cm? su sidro di mele si ¢ riusciti ad ottenere riduzioni che vanno dal 9,4 al 43,4% [Dong
et al., 2010]. Nota positiva ¢ anche che non ¢ stata registrata alcuna variazione o perdita per
quanto riguarda pH, °Brix e acidi totali, di conseguenza le qualita organolettiche del prodotto
potenzialmente non sono variate. Zhu et al. (2012) e Tikekar et al. (2014) hanno registrato
una maggior efficacia dei trattamenti UV (a 253,7 nm) nel succo rispetto al sidro. Una
spiegazione puo essere che, essendo il sidro piu torbido, 1 raggi fanno piu fatica a penetrare e
ad interagire con la micotossina. Il sidro, inoltre, ¢ molto piu ricco di solidi insolubili e
sostanze  che, potenzialmente, interferiscono con la  degradazione. Una
filtrazione/chiarificazione, sicuramente pud aumentare le capacita della radiazione UV di
penetrare tutto il prodotto e avere quindi maggior effetto detossificante. Sono stati osservati
tassi di degradazione piu elevati in un sistema dinamico rispetto a uno statico. Cio puo essere
dovuto all'agitazione, che pud aumentare la possibilita di collisione tra le molecole di patulina
e 1 fotoni, aumentandone cosi I'efficacia [Zhu et al., 2013].

Oltre alla presenza di torbidita, anche I’acido ascorbico ¢ in grado di interferire sulla buona
riuscita del trattamento, in quanto sembra essere in grado di assorbire le radiazioni UV.
Questo acido ¢ molto utilizzato nel campo dei succhi di mela e nelle puree come additivo con
proprieta antiossidanti e anti imbrunimento. Se si prevede quindi 1’utilizzo di trattamenti UV,
¢ bene addizionare 1’acido ascorbico in un secondo momento cosi da garantire la riuscita del
processo di detossificazione [Assatarakul et al., 2012].

Le radiazioni UV comprendono lunghezze d’onda che vanno dai 100 ai 400 nm. Secondo uno
studio di Zhu et al. (2014), proprio questo parametro avrebbe molta influenza sulla
degradazione della patulina nel succo di mela o nel sidro. La patulina assorbe gli UV a 276
nm; pertanto, assorbe facilmente i fotoni con lunghezza d'onda piu vicina a 276 nm. Questo ¢
il motivo per il quale le radiazioni a 222 nm hanno avuto un effetto maggiore sulla
degradazione della micotossina rispetto alle lunghezze d'onda di 282 o 254 nm.

Fruttosio e glucosio, in condizioni di presenza di raggi UV, sono in grado di produrre radicali
idrossialchili e acilici in grado di accelerare il processo di fotodegradazione della patulina. Al
contrario, i polifenoli assorbono parte delle radiazioni, causando una minor efficienza di
detossificazione [Tikekar et al., 2014].

Nonostante molti studi abbiano confermato che 1’applicazione di questa tecnica non influenzi
significativamente pH, solidi solubili, acidi o colore, un panel sensoriale addestrato ha

evidenziato che il succo trattato con radiazioni UV era completamente diverso da quello
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prodotto in modo tradizionale [Assatarakul et al., 2012]. Sono quindi necessari ancora studi
per verificare, oltre all’interferenza delle radiazioni UV sulla patulina, 1’influenza
dell’ultravioletto sui composti aromatici e sensoriali dei prodotti liquidi a base di mele.
Poiché la via di fotodegradazione della patulina rimane poco chiara, anche la tossicita dei
prodotti di degradazione della tossina richiedono ulteriori indagini.

L’uso della luce pulsata (PL) ¢ un altro strumento di detossificazione fisica in grado di ridurre
il contenuto di patulina nei prodotti a base di mela. Questa tecnica prevede 1'uso di brevi (1
us-0,1 s) e potenti impulsi di luce ad ampio spettro, con lunghezza d’onda compresa fra 1 200
e 1 1100 nm [Gomez-Lopez et al., 2007]. Durante il trattamento, la temperatura della sostanza
trattata puo aumentare, ma quello che causa la distruzione della molecola ¢ la radiazione e
non il calore [Abbasi et al., 2019]. Secondo uno studio di Funes et al. (2013), la PL ¢ in grado
di ridurre il contenuto di patulina del 22% nel succo di mela e del 51% nella purea di mela.
Uno studio di Rodriguez-Bencomo et al. (2020) ¢ andato a esaminare una strategia basata
sulla reazione tra glutatione (GSH) e patulina attivata da PL e catalizzata da ioni Fe**. Si &
visto che la degradazione della tossina in succo di frutta arriva circa al 91% con un rapporto
molare GSH/Fe?* di 5. La formazione di addotti di GSH-patulina hanno necessita di ulteriori
studi per verificare la loro sicurezza e il loro effetto dopo 1’ingestione. Inoltre, sono
necessarie ricerche per stabilire la stabilita e I'influenza organolettica sui prodotti alimentari
trattati.

La tecnologia PL, fino a dosi di 14 J/cm? non altera le proprieta chimiche, fisiche e
organolettiche degli alimenti trattati, ma a dosi maggiori, ¢ possibile che si abbia un impatto
negativo sul sapore e la capacita antiossidante dei campioni [Funes et al. 2013].

Un ultimo trattamento di detossificazione con metodi fisici ¢ quello dell’applicazione di alte
pressioni idrostatiche (HPP). Questo metodo di trattamento non termico fu originariamente
sviluppato per la riduzione della contaminazione da microrganismi negli alimenti. Le alte
pressioni sono in grado di andare a ridurre, anche del 56,24%, il contenuto di patulina nel
succo di mela contaminato con 100 ppb di micotossina. Le pressioni sono state applicate in
combinazione con diverse temperature: si andava da 300 a 500 MPa e da 30 a 50°C. I risultati
di riduzione erano molto variabili e non si ¢ notata alcuna tendenza a un rapporto ottimale tra
pressione e temperatura. La ragione di questa variazione non ¢ ben nota, ma come per gli altri
trattamenti di detossificazione fisica, i parametri di trattamento, la composizione del prodotto,
il pH e la concentrazione iniziale di patulina sono molto rilevanti. A pressioni di 600 MPa per

300 secondi, la riduzione ha registrato valori del 31% [Hao et al., 2016].
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Da studi ¢ stato evidenziato che le alte pressioni portano alla formazione di nuove molecole
per reazione della tossina con composti contenenti gruppi sulfidrilici, come glutatione o
cisteina [Schebb et al., 2009]. La rottura di legami ionici e idrogeno, e la denaturazione di
proteine dei prodotti ortofrutticoli, possono liberare e esporre tali gruppi che favoriscono la
formazione di addotti con la patulina. Hao et al. (2016) ha evidenziato anche la rottura

dell’anello laconico della patulina, che determina una minore tossicita della stessa.

5.2.2 Metodi biologici

Il controllo della patulina con tecniche biologiche si basa su qualsiasi metodo che fa uso di
microrganismi per detossificare gli alimenti; quindi, si parla di lieviti o batteri in grado di
modificare chimicamente la struttura della micotossina inattivandola o riducendone la sua
tossicita.

Ceppi di Metschnikowia pulcherrima sono stati capaci di degradare la patulina in terreno
liquido contaminato con diverse quantita di tossina (5, 7,5, 10 e 15 pg/mL). Si ¢ visto che uno
dei ceppi ¢ stato in grado di ridurre del 100% in 48 ore il contenuto di micotossina a tutte le
concentrazioni. Il ceppo non ha avuto un’azione di adsorbimento della patulina, in quanto
un'analisi delle pareti cellulari ha determinato 1’assenza di molecole di micotossina adese.
Altro aspetto evidenziato dal lavoro ¢ stato che il numero di cellule di lievito non era
influenzato dalla presenza della tossina, il che fa pensare che questi ceppi erano immuni ai
suoi effetti tossici [Reddy et al., 2011]. Ianiri et al. (2017) hanno suggerito che, addizionando
il succo di mela con piccole quantita di patulina prima della fermentazione, si era in grado di
indurre resistenza in cellule di Sporobolomyces sp. Secondo lo stesso, studio questo gruppo di
lieviti rossi € in grado di degradare la patulina in prodotti di degradazione come 1’acido
desossipatulinico e 1’ascladiolo.

Saccharomyces cerevisiae ha degradato il 96% della patulina in succo di mela che conteneva
una contaminazione di 4,5 pg/mL dopo 6 giorni a 25°C. In un campione con 7,0 pg/mL di
tossina, invece, la riduzione ¢ stata del 90%, suggerendo che la detossificazione dipende
anche dalla concentrazione iniziale di composto tossico [loi et al. 2017]. Pichia ohmeri, dopo
incubazione per due giorni a 25°C in un succo di mela con contaminazione di 8.92 pg/ml, ¢
riuscito a abbassare tale valore dell’83%; dopo 15 giorni i livelli di tossina erano al di sotto di
quelli di rilevabilita [Coelho et al., 2008]. Rhodotorula mucilaginosa ceppo JM19 ¢ in grado
di detossificare oltre il 50% della concentrazione iniziale di 100 pg/mL di patulina [Li X. et

al., 2019].
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Diversi composti di degradazione sono stati individuati in base al microrganismo utilizzato
per la degradazione. Acido desossipatulinico ¢ stato prodotto soprattutto R. mucilaginosa
ceppo JIM19 [Li X. et al., 2019], Rhodotorula kratochvilovae [Pinedo et al., 2018] e
Rhodosporidium paludigenum [Zhu et al., 2015], mentre ascladiolo da S. cerevisiae [Li et al.,
2018], Candida guilliermondii [Chen et al., 2017] e Pichia caribbica [Zheng et al., 2018].
Pinedo et al. (2018) hanno rilevato che, a seguito della perdita del gruppo emiacetalico e
all’idrolisi del gruppo lattonico, I’acido desossipatulinico ¢ molto meno citotossico della
patulina.

La fermentazione viene utilizzata per convertire zuccheri in alcol, gas e/o acidi sfruttando il
metabolismo dei lieviti. Molti studi hanno riportato la presenza di contaminazione da patulina
nei succhi di mela, ma, sono pochi quelli che testimoniano contaminazione nel sidro alcolico.
Questo ¢ spiegato dal fatto che la fermentazione ¢ in grado di ridurre anche del 90% il
contenuto di patulina totale [Burroughs, 1977]. Un lavoro piu recente ¢ andato a esaminare
tre diversi ceppi di Saccharomyces cerevisiae, ed ¢ emerso che tutti sono in grado di
degradare la patulina all’interno del succo di mela. Questo si € visto avvenire solamente
durante la fermentazione, e non durante la crescita aerobica, testimoniando che la riduzione
non ¢ data da un assorbimento della molecola da parte dei microrganismi, ma da una
modificazione della struttura chimica. I prodotti di degradazione della micotossina sono stati
ritrovati all’interno del succo dopo il processo [Moss et al., 2002].

I batteri lattici (LAB) sono stati molto studiati perché, oltre al loro effetto benefico per la
salute, sembra abbiano un ottimo potenziale di degradazione della patulina e di riduzione
della sua biodisponibilita [Zoghi et al., 2017]. Lactobacillus plantarum ¢ un ottimo probiotico
e si ¢ anche dimostrato un ottimo detossificatore della patulina in vitro. Si ¢ visto infatti che
in brodo MRS per 4 ore a 37°C, 1’80% della patulina ¢ stata biotrasformata in E-ascladiolo e
Z-ascladiolo. Questi due composti, sottoposti ad analisi, hanno evidenziato minimi o nulli
effetti tossici [Hawar et al., 2013]. Uno studio piu recente ha confermato che E-ascladiolo e
Z-ascladiolo sono composti non tossici per le cellule del tratto gastrointestinale, dei reni, del
fegato e del sistema immunitario dell’'uomo [Tannous et al., 2017]. Anche Lactobacillus casei
ceppo YZUO1 in succo di mela crudo ¢ stato in grado di eliminare completamente la patulina
presente dopo 36 ore di incubazione [Zheng et al., 2020]. Un altro studio, condotto su succo
di mela con 10 ceppi di LAB, ha evidenziato la capacita di Lactobacillus rhamnosus ceppo
6224 ¢ Enterococcus faecium ceppo 21605 di rimuovere la patulina, rispettivamente

dell’80,4% e del 64,5% [Hatab et al., 2012a].
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Oltre a lieviti e batteri, anche 1 funghi filamentosi si sono dimostrati in grado di detossificare
la patulina. Secondo Zhao et al. (2018), Byssochlamys nivea ceppo FF1-2 ha una particolare
attitudine alla biodegradazione della patulina. Purea di mela contaminata con diverse quantita
di tossina (125, 250 e 500 pg/mL) e successivamente fermentata dal fungo ha subito una
riduzione del contenuto totale di oltre il 97%. L’azione del fungo ha determinato una
riduzione di acidi, aldeidi e chetoni, mentre ha aumentato composti che influenzano 1I’aroma
come alcoli alifatici ed esteri. Tali modificazioni hanno contribuito alla produzione di un
prodotto con caratteristiche organolettiche accettabili, migliorando la purea.

Un nuovo metodo biologico che ha dato ottimi risultati ¢ stato quello dell’uso di enzimi. In
seguito ad analisi sui residui di colture o degli estratti intracellulari di alcuni lieviti, si ¢
notato che la detossificazione della patulina ¢ spesso mediata da enzimi, per lo pit contenuti
all’interno delle cellule [Li et al., 2018]. Analogamente gli studi su R. paludigenum [Zhu et
al., 2015] e su P. caribbica [Zheng et al., 2016] hanno riscontrato che la degradazione della
micotossina poteva essere indotta dalla presenza della stessa.

Xiao et al. (2019), utilizzando una lipasi pancreatica suina, sono stati in grado di degradare la
patulina da un succo di pera; aggiungendo 0,02 g/mL di enzima, hanno degradato 0,375 mg/L
di tossina in 24 ore a 40°C. La degradazione rispetto al contenuto iniziale (1 mg/L) ha
raggiunto il 70% in un succo di mela [Tang et al., 2018]. Il vantaggio di questa tecnica ¢ la
possibilita di ridurre consistentemente la quantita di composto tossico, pur non alterando le
caratteristiche organolettiche e nutrizionali dell’alimento.

L'orotato fosforibosiltransferasi ¢ un enzima coinvolto nella biosintesi della pirimidina e puo
essere separato e purificato da R. mucilaginosa. Questo enzima in succo di mela ha
dimostrato che, a condizioni ottimali di 25°C per 18 ore, ¢ in grado di degradare la patulina di
1 mg/L. La riduzione totale ¢ stata dell’80%, senza interferire con le caratteristiche
organolettiche e nutrizionali del prodotto [Tang et al., 2019]. Candida guilliermondii ¢ indotta
dalla patulina a sintetizzare deidrogenasi a catena corta (SDR) [Chen et al., 2017]. Tale
enzima incubato in un succo di mela ha ridotto la concentrazione della patulina dell’80%,
senza interferire con la qualita del prodotto [Xing et al., 2021].

La ricerca e conseguente estrazione e purificazione degli enzimi € un procedimento piuttosto
lungo e costoso, ma si ¢ visto dare risultati molto interessanti. Per riuscire a ottenere tecniche
sicure e eco-compatibili con cui trattare gli alimenti contro la patulina, ¢ necessario

approfondire questa tecnica di detossificazione biologica.
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5.2.3 Metodi chimici

Un’ultima tecnica di detossificazione della patulina ¢ quella chimica. Questa consiste nell’uso
di varie sostanze chimiche per cercare di degradare la micotossina nei prodotti alimentari a
base di mele. Alcuni dei composti sotto esposti sono nuovi, mentre altri sono additivi
frequentemente utilizzati nell’industria, ma che successivamente si sono rivelati efficaci nel
mitigare i composti tossici.

L’acido ascorbico ha determinato lievi riduzioni della patulina nei prodotti a base di mela: si
parla di una riduzione del 5% dopo 3 ore e del 36% dopo 44 ore [Fremy et al., 1995]. Anche
durante la conservazione del succo di mela addizionato di acido ascorbico si sono registrate
delle diminuzioni, si parla di una riduzione del 70% dopo 34 giorni a pH acido [Drusch et al.,
2007]. Ammoniaca e permanganato di potassio in ambiente acido e basico sono stati studiati
come mezzi di controllo. Entrambi sono stati molto efficaci in soluzione acquosa standard,
riducendo la micotossina del 99,9%. Nota negativa ¢ che il permanganato di potassio in
soluzioni acide puo produrre composti potenzialmente mutageni e dannosi, il che ne limita il
potenziale uso nei prodotti alimentari. La patulina si ¢ dimostrata essere instabile anche in
presenza di composti contenenti zolfo [Pohland et al., 1970]. Questa osservazione ha
suggerito di studiare 1’effetto dell’anidride solforosa (SO,). In una soluzione contenente 200
ppm di SO, si ¢ misurato una degradazione della patulina del 12% dopo 24 ore e del 90%
dopo due giorni [Burroughs et al., 1977]. Anche cisteina e glutatione sono in grado di legarsi
alla tossina creando addotti meno tossici. Questo ¢ dato dalla forte affinita della patulina con
gruppi sulfidrilici, amminici e tiolici [Wu et al., 2008].

L’ozono (O;) € un composto molto ossidante che ¢ in grado di legarsi con una vasta serie di
gruppi chimici. La patulina in sistema acquoso, trattata con una soluzione al 10% di ozono, si
¢ ridotta da 5 ppm a livelli inferiori a quelli rilevabili in 15 secondi [McKenzie et al., 1997].
In uno studio piu recente di Karaca et al. (2009), viene confermata I’azione dell’ozono sulla
patulina. Infatti in questo lavoro, un solo minuto di contatto con Os, ha ridotto del 93% la
quantita di tossina. Inoltre, I’O; non ha dato alcun segno di alterazione delle caratteristiche di
qualita dei prodotti alimentari trattati [Wu et al., 2008]. Il calcio D-pantotenato ¢ un altro
composto studiato da Yazici et al. (2002) con lo scopo di ridurre la contaminazione dei
prodotti liquidi a base di mela. L’aggiunta di questa molecola tra i 1000 e i 2500 mg/kg in
succo di mela concentrato e il successivo stoccaggio per 6 mesi, ha determinato una rispettiva
riduzione che va dal 73,6 al 94,3% del contenuto di patulina. Sebbene sia efficace, questo
periodo di tempo potrebbe essere impraticabile per molti prodotti e la tossicita degli addotti

formati richiede ulteriori studi sulla loro sicurezza.
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Molto spesso negli studi legati ai metodi di detossificazione si parla di produzione di
composti secondari, di degradazione o addizione derivanti dalla patulina. Si parla quindi del
fatto che comunque delle sostanze di derivazione dalla micotossina rimangono all’interno dei
prodotti alimentari. Queste talvolta non sono rilevabili col metodo di analisi impiegato,
eppure ci sono. Spesso 1 metodi di detossificazione sopra riportati, negli studi davano ottimi
risultati sulla riduzione del contenuto di patulina, ma va tenuto conto che le molecole risultato
di questa degradazione, potenzialmente potrebbero essere tossiche allo stesso livello, o a un

livello maggiore della patulina.
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6 CONCLUSIONI

La patulina rappresenta un problema molto importante per quanto riguarda l'industria delle
mele, sia per quanto riguarda 1’aspetto economico, determinato dagli scarti, sia per quanto
riguarda la sicurezza del consumatore.

In questo lavoro si ¢ partiti dalla descrizione del fungo che causa la maggior parte della
produzione di patulina all’interno degli alimenti, Penicillium expansum. Con questa prima
parte si € riusciti a comprendere le condizioni ideali in cui il fungo riesce a svilupparsi e i
segni e 1 sintomi dati dalla muffa verde-azzura delle pomacee. Questo ¢ di fondamentale
importanza in quanto, conoscendo I’ecologia microbica e le caratteristiche di sviluppo, si
possono mettere in atto metodiche che limitano la proliferazione del fungo patogeno. Tali
informazioni, in combinazione con la tecnologia, hanno permesso la messa a punto di sistemi
innovativi di conservazione, che sono stati analizzati nel capitolo 4 sul controllo di P.
expansum in post-raccolta. L’abbassamento della temperatura, ['uso della CA, i trattamenti
termici, I’irradiazione, 1’'uso di composti chimici ecologici e dei BCA, sono tutti metodi che
permettono in modo preventivo, con ottimi risultati, di evitare prodotti finiti con alte
concentrazioni di patulina. Come gia riportato 1’uso sinergico di queste strategie consente lo
sviluppo di una tecnologia ad ostacoli che porta a effetti ancora migliori sullo sviluppo di P
expansum. La trattazione dei fungicidi utilizzabili per il controllo della muffa verde-azzurra
delle pomacee ¢ stato volontariamente omesso in quanto le necessita odierne sono quelle di
ridurre 1’utilizzo di questi prodotti di sintesi a favore di tecniche alternative piu ecosostenibili
e sicure.

Dopo aver esaminato le caratteristiche della patulina nel capitolo 3, la sua stabilita, i metodi
di rilevamento e quantificazione, i limiti di legge e 1 suoi effetti negativi, nel capitolo 5 si
sono riportati una serie di metodi di decontaminazione e detossificazione che negli ultimi
anni hanno dato risultati soddisfacenti. Come gia riportato, la detossificazione della molecola
con gran parte dei metodi fisici, biologici e chimici, tende a residuare nel prodotto alimentare
molecole derivate dalla degradazione della patulina. Alcune di queste come E-ascladiolo,
Z-ascladiolo e acido desossipatulinico sono state isolate e analizzate dal punto di vista della
sicurezza, ma molte altre potrebbero essere difficili da determinare dopo i trattamenti. In
molti studi scientifici la detossificazione ha determinato riduzioni molto elevate della
patulina, spesso anche oltre 1’80%. Questo vuol dire che, a parte nel caso della tecnica
dell’adsorbimento, gran parte della tossina ha subito modificazioni strutturali che non ne

hanno consentito la rilevazione. Queste tecniche hanno necessita di ulteriori studi proprio per
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individuare tutte le molecole di degradazione o gli addotti che si formano e testare la loro
stabilita nel prodotto e la loro eventuale tossicita una volta ingeriti dai consumatori.
L'incognita sulle molecole risultanti dai trattamenti di detossificazione sono il motivo piu
importante per cui, fino ad ora, le tecniche di decontaminazione sono quelle da preferire. La
decontaminazione si basa sull’asportazione della molecola tossica dal prodotto alimentare e
non sulla sua modifica.

In conclusione si puo ribadire ’importanza di ottenere alimenti partendo da prodotti con
qualita elevata. Anche se nel caso dei succhi e delle puree di mela tale obiettivo ¢ piuttosto
difficile da ottenere, in quanto i frutti di qualita piu elevata sono destinati alla vendita come
prodotti freschi, 1’adozione di tecniche di prevenzione durante la conservazione e di
decontaminazione prima della trasformazione, garantiscono usualmente prodotti sicuri e con

scarsi residui tossici.
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