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ABSTRACT

Il cambiamento dello stile di vita negli ultimi anni e la maggiore attenzione del
consumatore verso una dieta sana, ricca di fibre, vitamine e antiossidanti spinge la
ricerca a indagare tecnologie sicure, a basso impatto ambientale che garantiscano la
sicurezza alimentare e la qualita di frutta e verdura. L'applicazione degli ultrasuoni e
una potenziale tecnologia nella conservazione. L’attivita di ricerca ha puntato ad
approfondire I’impatto degli ultrasuoni da soli o in combinazione con metodi classici
di immersione (soluzione di acido ascorbico e cloruro di calcio) sulle principali
caratteristiche di qualita delle mele di IV gamma. Sono stati misurati gli effetti sulle
mele post-trattamento e dopo 14 giorni di conservazione su colore, texture, contenuto
di vitamina C, attivita enzimatica e microbica. Gli ultrasuoni in combinazione possono
essere un metodo efficace per inattivare i microrganismi (10> UFC/g), disattivare gli
enzimi responsabili dell’imbrunimento superficiale mantenendo cosi invariato il
colore nel tempo, e restituendo un livello accettabile di consistenza del frutto. Il
trattamento combinato, tuttavia, ha mostrato una perdita di Vitamina C, in fase di
esecuzione del processo, che richiede ulteriori approfondimenti. E stato, inoltre,
approfondito il meccanismo di funzionamento e le relazioni tra i parametri di processo
grazie aun’ ANOV A fattoriale a due e piui vie. E stato misurato I’impatto della potenza,
della temperatura, dei tempi di esposizione e dei singoli additivi. | risultati hanno
mostrato che mele trattate a 400 w, per 10 0 5 minuti, a una temperatura di 25° C e in
presenza di acido ascorbico e cloruro di calcio restituiscono mele con il minore indice
di imbrunimento dopo 14 giorni di stoccaggio. Mentre un processo piu blando, a 200

W e 5 minuti é piu favorevole per il mantenimento della consistenza.



1. INTRODUZIONE

La produzione industriale di prodotti minimamente processati, freschi e pronti al
consumo inizia negli Stati Uniti negli anni '60, in concomitanza con la ripresa
economica. Dopo un primo tentativo infruttuoso negli anni '70, questi prodotti fanno
la loro comparsa e si impongono anche sul mercato europeo. Prima in Francia (Colelli
& Elia, 2009), nei primi anni '80, e poi in Inghilterra, Germania, Svizzera e Italia,
registrando un discreto successo. Da allora, il settore ha avuto una crescita costante in
termini di produzione e fatturato. I dati raccolti sul mercato globale della sola frutta
fresca confezionata (FactorMR 2024) riferiscono di 13 miliardi di dollari di fatturato
nel 2023 con un incremento potenziale che portera a 22,64 miliardi di dollari entro il
2034. Negli ultimi anni, infatti, i cambiamenti nello stile di vita e un aumento del
tempo trascorso fuori casa, per lavoro o studio, hanno favorito il consumo di frutta
fresca minimamente lavorata (Pollard J., 2002). Il successo commerciale di questi
prodotti e attribuito non solo alla praticita d’uso, ma anche alla qualita, che comprende
freschezza, aspetto, sapore e durata di conservazione al momento dell'acquisto
(Ragaert P., 2004). C’¢, infatti, una maggiore attenzione da parte del consumatore al
valore nutrizionale dell’alimento consumato. In quest’ottica la mela, grazie alle sue
proprieta nutrizionali e fisiche, si presta ad essere minimamente processata. E il
secondo frutto piu prodotto al mondo (86 milioni di tonnellate), dopo le banane (120
milioni di tonnellate) secondo FAOSTAT 2020 e possiede notevoli proprieta
nutrizionali, tra cui un alto contenuto di fibre alimentari, solidi solubili totali (TSS),
acidi, vitamine, polifenoli e antiossidanti (US Department of Agriculture, 2015).
Ricerche mediche attestano i benefici del suo consumo a livello di prevenzione delle
malattie cardiovascolari e nel regolare le funzioni vascolari, la pressione sanguigna e
la glicemia (Bondonno et al., 2017). In linea con questo trend anche il colosso Mc
Donald’s ha optato per inserimento della mela a fette, come snack salutare, all’interno
degli Happy Meal per i piu piccoli. La shelf life di questo prodotto si aggiratragli5e
i 7 giorni (Farris et al., 2012). |1 consumatori sono sensibili alla data di scadenza dei
prodotti alimentari. Essa, infatti, influisce indirettamente sulla commerciabilita dei
prodotti (Igbal et al., 2024). La sfida attuale, pertanto, consiste nel prolungarne la shelf

life mantenendo elevati gli aspetti nutrizionali e qualitativi e garantendone la sicurezza



dal punto di vista microbiologico attraverso soluzioni, innovative, ecosostenibili e a
basso impatto ambientale. Un aumento della shelf life, infatti, comporterebbe una
crescita della domanda, un potenziale abbassamento dei prezzi, una maggiore
accessibilita a fasce di popolazione economicamente piu deboli e la conseguente

riduzione di spreco alimentare.
1.1 Definizione giuridica e normativa

Lo studio sulla normativa e sulla definizione giuridica e commerciale del prodotto
finale ¢ prodromico a qualsiasi nuova formulazione nonché all’introduzione di
innovazioni di processo e prodotto. Il rischio, infatti, & quello di introdurre processi o
di riformulare prodotti che poi non risultino in linea con le norme. Il Codex
Alimentarius rappresenta la base di numerose normative nazionali e regola gli scambi

commerciali a livello internazionale. Il Codex definisce la frutta ready to eat':

“Ready-to-eat fresh fruits and vegetables —Any fruit or vegetable that is normally

eaten in its raw state, intended for direct human consumption without anyfurther

microbiocidal steps. This may include any fruit or vegetable that has been washed,

peeled, cut or otherwise physically altered from its original form but remains in the

fresh state .

All’allegato I sono suggerite le buone pratiche di gestione e preparazione. L’assenza
di trattamenti microbicidi comporta, infatti, una maggiore attenzione all’igiene del
personale, dei luoghi e delle attrezzature in fase di taglio, I’uso di acqua potabile in
fase di prelavaggio e di lavaggio e della refrigerazione a basse temperature pre e post-

produzione.

L’Unione europea non norma i prodotti minimamente processati. Essi rientrano
piuttosto nella categoria piu ampia di “prodotti non trasformati”” come definiti dall’art.

2 c.1 lett. (n) del Regolamento europeo 852/2004:

! Code of hygienic practice for fresh fruits and vegetables cxc 53-2003 Adopted in 2003. Revised in:
2010 (new Annex Il for fresh leafy vegetables), 2012 (new Annex IV for Melons), 2013 (new Annex
V for Berries), 2017.



“prodotti alimentari non sottoposti a trattamento, compresi prodotti che siano stati
divisi, separati, sezionati, affettati, disossati, tritati, scuoiati, frantumati, tagliati,
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puliti, rifilati, decorticati, macinati, refrigerati, congelati, surgelati o scongelati”.
E definito "trattamento” ai sensi dell’art. 2 c.1 lett. (m):

“gualsiasi azione che provoca una modificazione sostanziale del prodotto iniziale,
compresi trattamento termico, affumicatura, salagione, stagionatura, essiccazione,

marinatura, estrazione, estrusione o una combinazione di tali procedimenti ”.

L’Italia, infine, ha emanato una legge in cui definisce chiaramente le operazioni

unitarie di processo.

“i prodotti ortofrutticoli destinati all'alimentazione umana freschi, confezionati e
pronti per il consumo che, dopo la raccolta, sono sottoposti a processi tecnologici di
minima entita atti a valorizzarli seguendo le buone pratiche di lavorazione articolate
nelle seguenti fasi: selezione, cernita, eventuale monda e taglio, lavaggio, asciugatura
e confezionamento in buste o in vaschette sigillate, con eventuale utilizzo di atmosfera

protettivaZ.

Appare evidente che la freschezza, intesa anche come assenza di trattamenti e di
microbicidi, si conferma come caratteristica obbligatoria ex lege dei suddetti prodotti.
Qualsiasi tipo, pertanto, di strategia si applichi per preservare la freschezza e
migliorare la sicurezza del prodotto, differente da azioni preventive di gestione
dell’igiene prima e durante la lavorazione, deve rispettare i dettami del Codex, dei
Regolamenti e delle Leggi nazionali e non prevedere trattamenti o 1’uso di conservanti
alimentari (vedi Reg. CE 1331/2008 e 1333/2008 e relativo elenco), nella fase di

stoccaggio finale del prodotto.
1.2 Processo produttivo

In figura 1 sono riportate le principali operazioni unitarie del processo. Tra le attivita

di natura preventiva sono presenti lo stoccaggio a temperatura refrigerata che varia tra

2 Art. 2, L. 77 del 13/05/2011 (GU Serie Generale n.126 del 01-06-2011);



0 e 4° C, spesso abbinato all’uso di atmosfere a basso contenuto di O2 /0 fino al 10%
di CO2 (Seung & Kader, 2000) per preservare il contenuto di vitamina C. Segue una

fase di cernita dei frutti.

Ricevimento materia prima

Posizionamento MP in cella

Cernita

Lavaggio

Pelatura e/o taglio

Lavaggio/dipping

Asciugatura

Dosaggio

Confezionamento

Etichettatura e controllo peso

Passaggio al metal detector

Poszionamento in cella

Carico automezzo

Distribuzione

Figura 1: Diagramma di flusso del processo produttivo



E consigliabile, infatti, utilizzare frutti poco maturi perché consentono una minore
perdita di succhi cellulari dovuta all'aumentata resistenza dei tessuti, nonché privi di
macchie o imperfezioni sulla buccia che potrebbero essere sintomatici di
colonizzazione ad opera di muffe e batteri. Il prelavaggio e l'asciugatura sono
consigliati sia se si decide di mantenere la buccia esterna sui pezzi di frutta, sia se
questa viene rimossa. Il prelavaggio e il risciacquo aiutano a rimuovere i residui di
pesticidi (Farris et al., 2012) e sono effettuati con 1’aggiunta di ipoclorito di sodio in
concentrazioni che variano tra i 50 e i 200 ppm per un tempo di sosta pari a 1-3 minuti
(Soliva-Fortuny et al., 2003; Bett et al., 2001; Lanciotti et al.,1999). La temperatura
dell’acqua ¢ solitamente mantenuta fra0 e 1 °C con pH compreso tra 6.5 e 7.5 (Boyette
et al., 1993). Le fasi di pelatura e taglio sono quelle piu delicate perché espongono il
frutto alla contaminazione ambientale ed accelerano i processi di deterioramento. Oltre
alla preventiva disinfezione degli strumenti & raccomandato I'uso di lame rotanti, lisce
e affilate in acciaio (Gil et al., 2006). La forma del taglio e I'affilatura della lama di
taglio influenzano gli attributi di qualita dei prodotti pronti al consumo (Aguayo et al.,
2006; Hodges & Toivonen, 2008). Portela e Cantwell hanno dimostrato che i cilindri
di melone tagliati con una lama smussata hanno maggiori perdite di elettroliti e un
potenziale di secrezione di etilene piu elevato rispetto ai prodotti lavorati con una lama
affilata (Portela & Cantwell, 2001). Tuttavia, altri fattori possono influenzare la
risposta alle ferite dei prodotti appena tagliati. Questi fattori includono stadio di
maturazione, cultivar, conservazione, temperatura di lavorazione, metodo di taglio,
pressione del vapore acqueo e livelli di Oz e CO2 (Hodges & Toivonen, 2008; Portela
& Cantwell, 2001). Il lavaggio che segue la pelatura e il taglio ha lo scopo di rimuovere
i succhi vacuolari, substrato ottimale per la crescita microbica, e di migliorare gli
aspetti qualitativi, quali colore e texture (li vedremo piu avanti nel dettaglio).
L'asciugatura, invece, ¢ finalizzata alla rimozione dell’acqua superficiale libera. La
presenza, infatti, di acqua a contatto con i tessuti potrebbe favorire la contaminazione
e la proliferazione batterica. Esistono mezzi di asciugatura ad aria, assorbenti o con
centrifuga. La scelta dipende dal tipo di prodotto, per evitare ulteriori danni alle cellule
superficiali (Turatti, 2007). Le operazioni unitarie successive sono definite di controllo
e consistono nel confezionamento in contenitori di plastica sigillati, con o senza

atmosfera modificata, e nel mantenimento della temperatura di refrigerazione fino



all’acquisto. La tecnologia MAP (confezionamento in atmosfera modificata) puo
essere attiva (aggiunta o sostituzione di gas) o passiva, senza ulteriori modifiche alla
composizione iniziale del gas (Caleb et al., 2006).

1.3 Attributi di qualita e cause di decadimento

La shelf life di un prodotto altamente deperibile, non sottoposto a trattamento termico
0 microbicida, ed esposto nelle fasi di lavorazione alla contaminazione ambientale, &
molto breve e dipende da diversi fattori che condizionano la velocita di crescita
microbica. Sebbene la contaminazione avvenga normalmente gia nel campo, durante
la crescita del frutto, attraverso 1’aria, 1’acqua (Garrett et al., 2003; Cliver, 1997), il
terreno, gli insetti (Iwasa et al., 1999) e gli animali domestici e selvatici (Altekruse et
al., 1997; Hosek et al., 1996), un ruolo importante riveste la fase di lavorazione
successiva al lavaggio e alla cernita. La gestione del rischio (Reg. CE 852/2004)
preveda 1’adozione in fase di lavorazione di procedure pre-operative e operative volte
al mantenimento dell’igiene dei luoghi, delle attrezzature e delle persone. Tuttavia, la
letteratura riporta conteggi di batteri mesofili di 103-10® UFC/g come frequenti nei
prodotti IV gamma analizzati immediatamente dopo la lavorazione. Mentre nei punti
vendita al dettaglio e negli esercizi di ristorazione, i conteggi di batteri mesofili sono
pitl variabili, e oscillano tra i 10% e 10° UFC/g (Nguyen & Carlin, 1994). I
Regolamento CE 2073/2005 aggiornato, per valutare la qualita dei processi produttivi
ha stabilito come indicatore I'Escherichia coli (Limiti: 100 - 1000 unita formanti
colonie per grammo (metodo ISO 16649-1 o durante la lavorazione), fino a 2 unita su
5 entro i limiti, con le altre al di sotto del limite inferiore, indicano un processo
accettabile; piu di 2 unita su 5 entro i limiti o una o piu unita al di sopra del limite

superiore indicano un processo difettoso che deve essere corretto.

Ci sono, pero, altri attributi qualitativi, non strettamente connessi alla sicurezza
alimentare, che rivestono importanza in fase di acquisto e consumo e che indirizzano
la scelta del consumatore di acquistare o di riacquistare il prodotto. Essi sono: colore
e aspetto, consistenza al morso, valore nutrizionale. Il consumatore valuta prima
I'aspetto visivo e il colore, poi la consistenza (Beaulieu, 2006; Waldron et al., 2003).
E l'aspetto a determinare il rifiuto o I'accettazione del prodotto (Hutchings, 1977); se

I'aspetto non & accettato dal consumatore, non seguira alcuna esperienza di assaggio
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per valutare sapore e consistenza. Pertanto, questo & uno degli attributi piu critici dal
punto di vista della qualita. Sappiamo che ogni pigmento nella frutta e nella verdura
corrisponde a una tonalita primaria: rosso, blu e verde (Gross, 1987). Il colore puo
essere ulteriormente caratterizzato determinando la luminosita o il grado in cui un
oggetto riflette la luce e la crominanza o saturazione, che é l'intensita del colore o la
differenza dal grigio della stessa luminosita. Frutta e verdura sono spesso descritte in
base ai loro valori L, a e b. Per la frutta, il rapporto a/b € molto utile, poiché il rapporto
e negativo per la frutta immatura, circa O per la frutta gialla e positivo per la frutta
imbrunita (Gross, 1987). Nelle mele (e nella frutta in generale) I'imbrunimento
enzimatico inizia pochi minuti dopo il taglio, a contatto con I'ossigeno atmosferico.
L'esposizione del tessuto della mela all'aria porta all'ossidazione dei polifenoli che si
trovano naturalmente nel frutto e alla graduale formazione di melanina di colore rosso-
marrone. Il percorso biochimico della formazione della melanina é illustrato nella
figura 2. | passaggi iniziali della formazione della melanina sono catalizzati dalle
polifenolossidasi (di seguito PPO, EC 1.14.18.1), una grande famiglia di enzimi
contenenti rame che sono anche chiamati tirosinasi, monofenolmonossidasi o
catecolossidasi a seconda della loro fonte e specificita del substrato (Kaintz et al.,
2014).

O, HO
mm‘:m Tyrosinase mw
L-Tyrosine L-Dopa
o,
Tyrosinase
H,0

O

Dopaquinone

Figura 2: Percorso metabolico per la formazione della melanina dalla L-tirosina.
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| primi due passaggi sono catalizzati dalla polifenolossidasi, che e anche detta
tirosinasi (Deutch, 2018). Gli enzimi operano su diversi composti correlati che hanno
uno o piu gruppi idrossilici attaccati a un anello benzenico: composti fenolici che
determinano le caratteristiche del frutto come colore, astringenza e sapore. In
particolare, la PPO catalizza due reazioni di: (1) idrossilazione dei monofenoli a
difenoli e (2) ossidazione dei difenoli a chinoni. La reazione di idrossilazione &
relativamente lenta e da origine a prodotti incolori, mentre la reazione di ossidazione
e relativamente rapida. Successivamente, I’aggregazione dei chinoni porta
all'accumulo di melanina associata all'imbrunimento dei tessuti dei frutti (Yildiz et al.,
2020). Nelle stesse condizioni ambientali e atmosferiche, la concentrazione di substrati
polifenolici, il pH e l'attivita della PPO determineranno il grado di imbrunimento
(Amiot et al., 1992; Holderbaum et al., 2010; Kolodziejczyk et al., 2010). Nella figura

seguente (Toivonen & Brumell, 2008) possiamo osservare la posizione della

Plasmalemma
Cell Wall N

Plastid POD _ Vacuole

Endoplasn{i.c Reticulum

97% of phenolic compounds
3% of phenolic compounds=— P00 ——J

Figura 3: La localizzazione interna ed esterna dei composti fenolici e degli enzimi ossidanti fenolici

(polifenolossidasi e perossidasi) in una tipica cellula vegetale (Toivonen et Brumell, 2008).

perossidasi (di seguito POD) e della PPO all'interno dei plastidi e nel citoplasma. |
composti fenolici, d'altro canto, si trovano per il 97% all'interno dei vacuoli e per il
3% sulla membrana cellulare, nei cromoplasti, nel citoplasma e nei mitocondri,
associati a specifiche funzioni metaboliche. 1 composti fenolici sono sintetizzati da

proteine situate sul reticolo endoplasmatico. Una volta formati, vengono glicosilati ed
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espulsi per essere trasportati nel vacuolo mediante apposite vescicole (Hrazdina &
Wagner, 1985). Pertanto, la rottura della membrana cellulare ad opera di un evento
traumatico, o per senescenza, determina la miscelazione di substrati polifenolici (ad
esempio, catechina, polifenoli) con PPO e/o fenolo POD (Degl'Innocenti et al., 2005),

avviando cosi le reazioni biochimiche alla base del processo di imbrunimento.

Dopo il colore e l'aspetto, il consumatore & fortemente influenzato dalle sensazioni
percepite in bocca: consistenza e succosita. Per descrivere la consistenza vengono
utilizzati diversi descrittori: croccantezza, durezza al morso, farinosita, granulosita,
ecc. (Harker et al., 1997a; Harker et al., 1997b). La percezione e condizionata
dall'anatomia fisica del tessuto. Dimensioni delle cellule, spessore e resistenza della
parete cellulare, entita dell'adesione cellula-cellula e turgore cellulare. Molti di questi
fattori sono correlati, ad esempio, i tessuti costituiti da piccole cellule tendono ad avere
un contenuto di parete cellulare piu elevato, una quantita relativa inferiore di
citoplasma e succo vacuolare, un‘area di contatto cellula-cellula pit ampia e quantita
inferiori di spazio intercellulare, rendendo il tessuto piu compatto e apparentemente
meno succoso. Man mano che il frutto matura, le cellule si degradano lentamente, con
conseguente riduzione della compattezza della parete cellulare e dell'adesione
intercellulare. Oltre alla resistenza e alle proprieta della parete cellulare, la consistenza
e correlata alle proprieta di turgore. La turgidita e I'effetto della pressione esercitata
dal succo vacuolare sulla parete cellulare. Durante la maturazione del frutto, la
turgidita diminuisce (Shackel et al., 1991; Harker & Sutherland, 1993), probabilmente
a causa di fenomeni osmotici causati dall'accumulo di soluti nell'apoplasto (Almeida
& Huber, 1999). Un frutto turgido sara croccante al morso e durante la masticazione.
Nei frutti croccanti, ad esempio, come la mela e lI'anguria, il tessuto della parete
primaria si rompe bruscamente. (Glenn & Poovaiah, 1990; Harker et al., 1997b). Il
taglio attiva non solo la 1-amminociclopropano-1-carbossilato sintasi (ACC sintasi EC
4.4.1.14) con il conseguente aumento di etilene (Yu & Yang, 1980), ma genera anche
una serie di segnali ormonali e di altro tipo (idraulici, elettrici) che mediano le risposte
di difesa e stress (Leon et al., 2001). Questi segnali inducono l'attivazione dei geni di
difesa e stress e portano a un'espressione alterata di mRNA e proteine (Mehta et al.,
1991). Nei frutti climaterici, I'etilene indotto dalla ferita avrebbe lo stesso effetto del

trattamento con etilene esogeno, causando una maturazione e un ammorbidimento
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accelerati. Sia per la frutta che per la verdura, la produzione di etilene pud promuovere
la senescenza e la sua rimozione, o l'antagonismo con [|'1-metilciclopropene
estenderebbe la durata di conservazione del prodotto (Abe & Watada, 1991; Jeong et
al., 2004). Nella papaya pronta al consumo, € stato dimostrato che la quantita di etilene
prodotta é correlata all'entita del danno inflitto e la compattezza del tessuto affettato
diminuisce rapidamente durante le 48 ore, rispetto al lento declino della compattezza
del frutto intatto (Paul & Chen, 1997).

Il consumatore in fase di acquisto attribuisce valore alla presenza nel frutto della
vitamina C in quanto marker di valore nutrizionale. La vitamina C di solito si degrada
pil rapidamente e puo essere utilizzata come indice di freschezza. Durante la
conservazione, infatti, indipendentemente dalla temperatura di stoccaggio, tende a
diminuire in diverse specie ortofrutticole (pomodoro, mela, patata, fragola), fungendo
cosi da indicatore del deterioramento della frutta (Lee & Kader, 2000) e rendendo
necessaria 1’applicazione di metodi di gestione post-raccolta adeguati a ridurne al
minimo le perdite (Mellidou et al., 2017). Questa perdita si evidenzia nei frutti interi
ma anche in quelli sottoposti a processo. Sono state, infatti, rilevate lievi perdite di
vitamina C anche nei meloni minimamente processati conservati (Beaulieu & Lea,
2007; Gil et al.,, 2006). La sintesi dell’acido ascorbico avviene all’interno dei
mitocondri attraverso diverse vie biochimiche, di cui la principale € la via dell'L-
galattosio, chiamata anche via di Smirnoff-Wheeler (Wheeler et al., 1998). La
formazione, tuttavia, puo avvenire anche tramite rigenerazione attraverso il ciclo di
Foyer-Halliwell-Asada (Foyer & Halliwell, 1976), Tale meccanismo di rigenerazione,
¢ spesso associato all’esposizione del frutto a stress ambientali. L’acido
monodeidroascorbico (MDHA), poi convertito in acido deidroascorbico (DHA) si
forma da acido ascorbico tramite I'ascorbato perossidasi (APX) per mezzo di una
disproporzione non enzimatica o attraverso la catalisi dell'ascorbato ossidasi (AO). Sia
MDHA che DHA possono essere convertiti nuovamente in acido ascorbico
rispettivamente  dalla monodeidroascorbato reduttasi (MDHAR) e dalla
deidroascorbato reduttasi (DHAR) (Smirnof, 2018). La rigenerazione, invece, non puo
avvenire quando l’acido deidroascorbico ¢ ossidato e la degradazione risulta
irreversibile (Truffault et al., 2017). L’acido ascorbico svolge un ruolo importante

nella resistenza allo stress abiotico (Akram et al, 2017; Mellidou et al., 2021). Elimina
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le specie reattive dell'ossigeno prodotte da siccita, salinita, gelo e da altri stress abiotici,
proteggendo le cellule da potenziali danni (Li et al., 2018; Bath et al., 2017; Min et al.,
2020). E stato dimostrato che una lieve siccita e lo stress salino possono aumentare il

contenuto di antocianine e acido ascorbico nel frutto della fragola (Perin et al., 2019).

1.4 Soluzioni tradizionali e innovative per il mantenimento degli attributi di
qualita
1.4.1 Dipping

Per limitare la variazione di colore, tipica dell'imbrunimento, la frutta viene
solitamente immersa subito dopo il lavaggio e I'asciugatura. Le soluzioni piu utilizzate
sono quelle a base di acido ascorbico (AsA) semplice o sotto forma di sale, ad esempio
ascorbato di calcio (Rupasinghe et al., 2005). L'acido ascorbico ha mostrato un forte
impatto sulla PPO, causando la completa inibizione dell'enzima, anche a basse
concentrazioni (Queiroz et al., 2011). Esso € stato spesso applicato in combinazione
con acidi organici e sali di calcio per prevenire I'imbrunimento enzimatico della frutta
(Pizzocaro et al., 1993; Soliva-Fortuny et al., 2001, 2002 a&b). Nella formulazione
con calcio agisce anche in parte per prevenire la rottura delle cellule e delle membrane
e modula l'attivita della PPO nelle cellule danneggiate (Toivonen & Brummell, 2008).
Tuttavia, questo trattamento non & completamente efficace nel controllare
I'imbrunimento enzimatico della frutta pronta al consumo, poiché una volta che I'AsA
e completamente ossidato ad acido deidroascorbico ed ¢ avvenuta I’aggregazione degli
o-chinoni I'imbrunimento puo verificarsi comunque (Nicolas et al., 1994). Gli acidi
sono spesso utilizzati in combinazione con un agente riducente chimico per ottenere
un effetto maggiore. In letteratura é riportata un'inibizione di oltre il 90% dell'attivita
PPO nei cubetti di mela utilizzando una miscela di 1% AsA + 0,2% acido citrico 0 1%
AsA + 0,5% cloruro di sodio in fette di pera (Pizzocaro et al., 1993). Al contrario, il
colore é stato sostanzialmente migliorato durante la conservazione refrigerata quando
immerso in una soluzione di CaCl, all'l% (Rosen & Kader, 1989). Per rallentare
I'effetto di rammollimento della texture, vengono utilizzati trattamenti post e pre-
raccolta con diversi sali di calcio. Il calcio, infatti, puo interagire con i gruppi
carbossilici rilasciati dalla de-esterificazione della pectina da parte della PME per

formare pectati di calcio insolubili, che rafforzano la struttura della parete cellulare. Il
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prelavaggio con NaCl, infatti, & solitamente seguito da un'immersione con acido
ascorbico per limitare I'azione del PPO rimuovendo I'O2 a cui si lega (EI-Shimi, 1993)
e da un'immersione in cloruro di calcio, che si € rivelato efficace nel mantenere la

consistenza e ridurre gli effetti di imbrunimento (Giacalone & Chiabrando, 2018).
1.4.2 Gli ultrasuoni

Le recenti tecniche alternative e piu sostenibili per migliorare la frutta fresca tagliata
includono il confezionamento in atmosfera modificata, gas inerti pressurizzati,
irradiazione con fascio di elettroni, luce pulsata, luce ultravioletta, plasma freddo e alta
pressione (Arnold & Gramza-Michatowska, 2022; Gomes et al., 2023). Tra i vari
metodi di lavorazione non termica, la tecnologia a ultrasuoni si &€ dimostrata molto
utile, sia da sola che in combinazione. La sua applicazione nell'industria alimentare e
stata ampiamente studiata per migliorare le prestazioni di alcune operazioni unitarie,
come congelamento, emulsione, estrazione (Riera et al., 2004), essiccazione
(Rodriguez et al., 2014; Azoubel et al., 2010; Carcel et al., 2011). Gli ultrasuoni sono
definiti come la trasmissione di energia sonora sotto forma di onda di pressione e a
frequenze superiori al limite uditivo umano (circa 16 kHz). E una forma di energia
vibrazionale prodotta da un trasduttore ultrasonico che converte I'energia elettrica in
energia acustica. Possono essere classificati in tre categorie in base alla frequenza:
ultrasuoni di potenza (20-100 kHz), ultrasuoni ad alta frequenza (100 kHz-1 MHz) e
ultrasuoni diagnostici (1-500 MHz). Il flusso di potenza (Ps) degli ultrasuoni su una
data area (A) é chiamato "intensita acustica degli ultrasuoni” (I). Per un‘onda piana
non divergente, se l'intensita raddoppia, I'ampiezza della variazione di pressione (p)

aumenta di un fattore quattro. Questa relazione & mostrata dalla seguente equazione:
I:%:P_:P_:Szwzz (1)

Dove "p" ¢ la densita del liquido, "p" ¢ I'ampiezza degli ultrasuoni, "®" ¢ la velocita
angolare (o = 2nf dove f ¢ la frequenza), "c" ¢ la velocita del suono e "Z" ¢ I'impedenza
acustica. Questa equazione viene utilizzata per calcolare la capacita di diversi materiali
di riflettere, attenuare e diffondere il suono, a 20 kHz, il coefficiente di attenuazione
dell'acqua & di circa 2.0x10”7 cm™. Cio significa che solo il 2% dell'energia ultrasonica

viene attenuata lungo un percorso di 1 km nell'acqua. Tuttavia, la presenza di bolle di
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gas nell'acqua attenua I'energia ultrasonica a causa della differenza di impedenza Z tra
aria/gas e acqua. La differenza di impedenza, d'altra parte, tra acqua e tessuto biologico
€ molto piccola nella misura in cui I'energia viene facilmente trasmessa dall'acqua alle
cellule e, quindi, tra le cellule in un tessuto biologico. Infatti, il riscaldamento
ultrasonico di una cellula sferica di due micron produrra un aumento di temperatura di
solo pochi millesimi di grado rispetto all'acqua (Cavicchi, 1985). Data la minima
variazione di temperatura, sia nell'acqua che nei tessuti biologici, gli effetti principali
degli ultrasuoni devono essere ricondotti a un altro fenomeno associato: la cavitazione
ultrasonica. La cavitazione consiste nella formazione, crescita e violento collasso di
bolle in un mezzo liquido. Infatti, durante la trasmissione di onde ultrasoniche nel
liquido, I'energia si accumula in un certo punto e, rilasciata all'improvviso, genera
temperature localizzate tra 2.000 e 5.000 K e pressioni da 1.800 a 3.000 atm (Brennen,
1995). Le condizioni all'interno della bolla sono sufficienti per produrre radicali
idrossilici nell'acqua (sonochimica) o emettere luce (sonoluminescenza) all'interno
della bolla. Un oggetto solido situato nelle vicinanze della bolla viene colpito da
energia che viaggia fino a 300 m/s (Lauterborn & Bubbles, 1975). | fenomeni di
sonochimica e sonoluminescenza rappresentano solo una piccola parte dell'energia
potenziale di una bolla. Il 99,9% dell'energia si manifesta sotto forma di energia
meccanica o calore. (Didenko & Suslick, 2002). Gli ultrasuoni sono quindi
responsabili di effetti chimici, meccanici e biologici. Gli effetti chimici includono la
degradazione di contaminanti organici come clorobenzene, p-etilfenolo (Seymour &
Gupta, 1997). Questi effetti aumentano con l'aumento della concentrazione del gas,
aggiungendo sale o aumentando la frequenza. Tra gli effetti meccanici, d'altra parte,
abbiamo la distruzione delle catene laterali del polimero (Portenlanger & Heusinger,
1997), con una velocita dipendente dal peso molecolare. Infine, la distruzione delle
particelle avviene a una frequenza inferiore (Tiehm et al. 2001; Wang & Wang, 2005).
Oltre a questi effetti, ci sono effetti secondari o derivati sulla materia: I'effetto diretto
"spugna” o flusso inerziale, e I'effetto indiretto "microcanale™. Nel primo caso, quando
le onde ultrasoniche attraversano il prodotto, provocano una rapida compressione ed
espansione alternata del tessuto della matrice, paragonabile all'effetto di una spugna
strizzata e rilasciata a una certa frequenza nel tempo (Fuente-Blanco et al., 2006; Mulet

et al., 2009). Questo fenomeno promuove il flusso di massa pompando e mantenendo

17



la pervieta dei micropori. Nel secondo caso, invece, abbiamo la formazione di
microcanali come effetto secondario della cavitazione che favorisce la rottura dei
tessuti e delle cellule vegetali. Questo fenomeno € stato dimostrato in vari alimenti
umidi, come meloni, patate, fragole, mele e merluzzo (Karizaki et al., 2013; Gamboa-
Santos et al., 2014). Uno studio ha dimostrato che I'effetto indiretto della formazione
di microcanali si verifica in alimenti con elevata attivita dell'acqua. L'effetto spugna
sia negli alimenti a bassa che ad alta aw. Inoltre, la forma dei microcanali e
completamente casuale e irregolare (Miano et al., 2016). Certamente, di notevole
importanza, per quanto riguarda la sicurezza alimentare, sono gli effetti biologici degli
ultrasuoni. Gli ultrasuoni ad alta intensita causano l'inattivazione dei batteri. E stato
dimostrato che piu di 30 minuti di sonicazione con una potenza di uscita di 350 W/L
hanno causato l'inattivazione di Escherichia coli 0157 (Dehghani, 2005). Sembra che
gli ultrasuoni inducano stress nei batteri, il che si traduce in diversi tipi di risposte. Ad
esempio, Vollmer et al. hanno scoperto che I'Escherichia coli ha mostrato diversi tipi
di risposta allo stress, tra cui danni alla membrana, carenza di ammoniaca, shock
termico e danni ossidativi dopo cinque minuti di sonicazione con ultrasuoni da 1 MHz
(Vollmer et al., 1998). Probabilmente, danni alla membrana da microstreaming, danni
ossidativi da sonochimica e danni UV da sonoluminescenza si verificano a causa dello
shock termico. Questi effetti sembrano essere concentrati sulla superficie del batterio.
Per inattivare la popolazione microbica e influenzare l'attivita enzimatica, € stato
segnalato che gli ultrasuoni vengono applicati in molti prodotti alimentari (succhi,
latticini, acqua, carne, ecc.) (Pagnossa et al., 2020). Tuttavia, l'efficacia degli
ultrasuoni dipende fortemente dal livello di resistenza dei microrganismi/enzimi
trattati. Le spore sono piu resistenti delle forme vegetative (Mason et al., 2003). |
batteri Gram-positivi sono piu resistenti dei batteri Gram-negativi, probabilmente a
causa dello spessore della parte cellulare e della composizione (peptidoglicano e acido
teicoico) (Ojha et al., 2017). Per quanto riguarda gli enzimi, é stata osservata
un'inattivazione dovuta alla depolimerizzazione delle catene laterali, anche se non in
modo coerente (Mason et al.,, 2003). Infatti, i radicali liberi generati dalla
decomposizione ultrasonica dell'acqua interagiscono con i residui di amminoacidi per
influenzare l'attivita enzimatica (Islam et al., 2014; Karaseva & Meteliza, 2006).

Infine, combinati con metodi chimici antimicrobici, gli ultrasuoni sono ancora piu
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efficienti (Adal, 2020; Demirdoven & Baysal, 2008). 1l trattamento con ultrasuoni non
ha avuto effetti significativi sul contenuto di vitamina C del pomodoro (Costa et al.,
2013). Gli ultrasuoni accoppiati con acqua idrolizzata a bassa concentrazione acida
hanno inibito significativamente le attivita PPO e POD dei funghi pronti al consumo,
ritardando I'imbrunimento e riducendo la perdita di durezza (Wu et al., 2018). L'attivita
PPO é stata ridotta nel succo del 20%, senza effetti significativi sul contenuto di
composti fenolici (Yeoh & Ali, 2017), e nel succo di mela fresco, ma con un contenuto
fenolico totale ridotto, contenuto totale di flavonoidi e contenuto di acido clorogenico,
probabilmente a causa delle specifiche condizioni sperimentali e delle differenze tra
varieta di frutta e verdura (Sun et al., 2015). L'applicazione degli ultrasuoni su mele e
frutta di quarta gamma é piuttosto recente. Un primo utilizzo é nella fase di prelavaggio
della materia prima. La ricerca ha dimostrato che gli ultrasuoni possono rimuovere
fino a quasi il 92% dei residui di 16 pesticidi dalla buccia (Lozowicka et al., 2016).
Ultrasuoni ad alta potenza (20 kHz, 600 W, 3-9 min) inattivano completamente lieviti
e muffe a 60 °C, ma lo stesso fenomeno non e stato osservato a 20 °C e 40 °C (Jambrak
et al., 2018). In merito all'applicazione di ultrasuoni alle fette di mela, quale varieta ha
risposto meglio al trattamento e se gli ultrasuoni da soli o combinati con additivi sono
piu efficaci, uno studio sistematico é stato condotto da Putnik (Putnik et al., 2017), che
ha valutato gli ultrasuoni e diversi tipi di dipping in relazione a diverse varieta di mele.
Le varieta commerciali selezionate sono state Idared, Golden Delicious, Gala,
Gloster, Cripps Pink, Braeburn e Fuji. L'esperimento é stato condotto mantenendo le
mele in presenza o in assenza di ossigeno. L'analisi sensoriale e del colore ha mostrato
che le cultivar con minore tendenza all'imbrunimento e maggiore apprezzamento
sensoriale erano Golden Delicious e Cripps Pink. Dopo aver selezionato le cultivar piu
adatte, la seconda parte dello studio ha identificato le migliori soluzioni anti-
imbrunimento. Un bagno in acido ascorbico + acido citrico; acido ascorbico + NacCl;
NaCl, acido citrico e ascorbato di calcio é stato effettuato sulle cultivar Cripps Pink e
Golden Delicious. L'ascorbato di calcio e I'acido ascorbico/citrico hanno ricevuto il
miglior punteggio sensoriale e i campioni trattati sono stati valutati uguali o addirittura
migliori dei campioni non trattati. Per quanto riguarda il cambiamento di colore e
I'indice di imbrunimento (BI), € stato osservato un cambiamento di colore maggiore in

Cripps Pink rispetto a Golden Delicious. Entrambe le cultivar quando immerse in
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ascorbato di calcio hanno avuto un cambiamento di colore cinque volte inferiore
rispetto ai controlli. L'ascorbato di calcio e la miscela di acido ascorbico/acido citrico
sono stati selezionati come le migliori soluzioni anti-imbrunimento da testare mediante
esposizione ultrasonica (US) a 40 kHz per 1 o 3 minuti, in un tempo di conservazione
e controllo di 24 ore. E interessante notare che le soluzioni hanno mostrato tendenze
opposte quando i campioni sono stati esposti agli ultrasuoni. I campioni di ascorbato
di calcio tendevano a diminuire di colore giallo b* (5%) mentre I'opposto si osservava
per la miscela di acido ascorbico/citrico (aumento dell'8%). Inoltre, periodi piu brevi
di esposizione ultrasonica favorivano l'imbrunimento, mentre periodi piu lunghi
tendevano a diminuire il cambiamento di colore. Una possibile spiegazione potrebbe
essere ricercata in una maggiore compattezza (Andani et al., 2001) della Cripps Pink
rispetto alla Golden Delicious, in quanto era meno incline a imbrunirsi durante il
trattamento con ultrasuoni. L'influenza positiva degli ultrasuoni sull'acido ascorbico &
stata precedentemente riportata in letteratura. In quel caso, gli ultrasuoni associati sono
stati in grado di far assorbire I'acido ascorbico all'interno della cellula, con conseguente
diminuzione dell'attivita della monofenolasi (Jang & Moon, 2011) e della PPO (Jang
et al., 2009). Per il calcio sembra ragionevole supporre che gli ioni Ca** aumentino la
compattezza nei frutti (Garcia & Barrett, 2002). Infatti, uno studio molto recente
mostra che l'applicazione di ultrasuoni durante il prelavaggio della frutta insieme a
CaCl; ha aumentato I'assorbimento di Ca?* nel tessuto, la compattezza dei frutti di
giuggiola e ha inibito l'aumento della respirazione e della produzione di etilene. Gli
ultrasuoni hanno consentito una maggiore distribuzione di Ca?* nell'apoplasto e nel
simplasto durante la conservazione (Zhi et al., 2017). In un altro studio condotto sugli
effetti degli ultrasuoni sulle fette di mela cotogna (Yildiz et al., 2020), e stato
esaminato l'effetto del trattamento chimico (acido ascorbico e cloruro di calcio in
diverse concentrazioni) rispetto al trattamento fisico (bagno dacqua a 65 °C) e al
bagno a ultrasuoni durante 14 giorni di conservazione. Le fette di mela cotogna trattate
sono state analizzate in termini di colore, attivita di polifenolo ossidasi e PME,
composti bioattivi, analisi sensoriale e microbica. | risultati hanno mostrato che il
trattamento con ultrasuoni ha inibito la crescita di batteri, muffe, apportando
miglioramenti significativi nei composti bioattivi e proprieta fisiche rispetto a tutti gli

altri trattamenti. Allo stesso modo, i campioni trattati con ultrasuoni hanno mostrato i
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migliori valori di colore con meno imbrunimento enzimatico e il punteggio piu basso
per decadimento e cattivo odore durante I'analisi sensoriale. Quindi, in generale, cio
che emerge e una certa efficacia del trattamento ad ultrasuoni nel disattivare la PPO,
probabilmente dovuta all'effetto di cavitazione, e l'utilita nel mantenere la struttura

intercellulare, quando combinato con I'uso di CaClz o con acido ascorbico.
2. SCOPO DEL PROGETTO DI RICERCA

La frutta ready to eat e un convenience e un functional food che risente, come abbiamo
visto, di una shelf life molto breve, in linea con il concetto di freschezza insito nel
prodotto. La durata commerciale, I’elevato rischio di perdita anzitempo di attributi di
qualita quali, in particolare, il colore, ¢ il divieto dell’uso di conservanti e antimicrobici
generano la necessita di introdurre tecnologie innovative per preservarne le
caratteristiche e la freschezza. Il lavaggio con ultrasuoni potrebbe essere un’adeguata
soluzione. Rientrerebbe facilmente all’interno del diagramma di flusso del processo
produttivo senza che ci sia la necessita di introdurre una ulteriore operazione unitaria,
aumentando cosi i costi di produzione; € una tecnologia sostenibile e a basso costo;
non ha finalitd microbicida sensu stricto, tale da essere ritenuto un trattamento in
violazione delle norme. Ma presenta, invece, effetti multipli, agendo sia a livello
enzimatico che microbico. Di contro e una tecnologia complessa in cui sono presenti
numerosi fattori di processo che necessitano di accurata modulazione e che
interagiscono tra loro determinando esiti finali differenti sul prodotto. Risulta,
pertanto, necessario effettuare una sperimentazione che testi gli effetti principali dei
singoli fattori e le loro interazioni per tentare di comprendere meglio il processo e le
ricadute sui singoli attributi di qualita. Lo scopo del presente lavoro e stato, dunque,

valutare:

1) gli effetti di un bagno con acqua a ultrasuoni e del tradizionale dipping, nonché
la loro combinazione, su attributi di qualita della mela Cripps Pink cv. appena
tagliate durante 14 giorni di conservazione a 4°C.

2) gli effetti principali e le interazioni di fattori di processo quali la temperatura
del mezzo, la potenza degli ultrasuoni, il tempo di esposizione in relazione

anche alla presenza di calcio, di acido ascorbico o della loro combinazione in
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soluzione, sul colore e sulla consistenza delle mele Granny Smith cv appena

tagliate dopo 14 giorni di conservazione a 4°C.

I disegni sperimentali a due e cinque fattori, in due livelli, delle due fasi saranno utili
a determinare la presenza di differenze significative tra i campioni e a comprendere il
ruolo dei parametri di processo e i loro meccanismi di interazione, al fine di stabilire
la combinazione utile a mantenere o migliorare le caratteristiche di qualita della mela

di IV gamma.

3. ESPERIMENTO I: EFFETTI DEGLI ULTRASUONI E DEL DIPPING
SUGLI ATTRIBUTI DI QUALITA’ DI CRIPPS PINK CV. DI IV GAMMA
3.1. Materiali e metodi

3.1.1. Preparazione dei campioni

Le mele Cripps Pink cv. sono state acquistate in un supermercato locale a Palermo in
confezioni da 6 (peso: 1 kg). L'acido L-ascorbico (AsA) é stato acquistato da Lafood
srl, Fasano, Italia. Il cloruro di calcio é stato acquistato presso Alquera Ciencia SL,
Madrid, Spagna. Le mele intere sono state disinfettate con alcool etilico denaturato;
tagliate con un coltello di acciaio inox, sotto cappa in dischi di circa 1,5 cm di spessore.
Il nucleo centrale ¢ stato rimosso utilizzando un levatorsoli in acciaio inossidabile. I
coltello e il levatorsoli sono stati preventivamente disinfettati con alcol etilico prima
del taglio di ogni mela. Per ogni mela sono stati realizzati 3 dischi, che sono stati poi
divisi in 4-5 pezzi di forma triangolare. Le mele sono state divise in 4 gruppi: il gruppo
A ¢ il campione non trattato); il gruppo B é stato immerso in un bagno a ultrasuoni
(US) (Shenzhen DeKang Electronic Cleaning Appliances Co., LTD) con acqua
deionizzata a 28 kHz, intensita di 120 kw/m?, potenza di 100 W per 10 minuti (dopo
3 minuti di degasaggio). Il tempo e la frequenza ottimali sono stati determinati dopo
un precedente esperimento di 2,5, 5, 10 e 15 minuti a 28 e 40 kHz; 1l gruppo C ¢ stato
sottoposto a trattamento con ultrasuoni in una soluzione di acqua deionizzata con acido
L-ascorbico al 2% e cloruro di calcio all'1% p/p per 10 minuti a 28 kHz, intensita di
120 kW/m?3, potenza di 100 W, dopo 3 minuti di degasaggio). Il gruppo D ¢ stato
immerso in una soluzione di acqua deionizzata con acido L-ascorbico al 2% e cloruro
di calcio all'1% p/p per 3 minuti, tempo medio di trattamento di immersione, come

riportato nella maggior parte dei lavori pubblicati (intervallo da 1 a 5 min) (Soliva-
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Fortuny & Martin-Belloso, 2003). Sono state eseguite tre ripetizioni per ciascun
gruppo. Dopo i trattamenti, i campioni di mele appena tagliate sono stati asciugati con
un tovagliolo di carta assorbente e confezionati in sacchetti di polietilene, etichettati
adeguatamente, e conservati in condizioni di refrigerazione a 4 °C = 0,5 per 14 giorni.

Tutte le analisi sono state ripetute il giorno 0, 7 e 14.
3.1.2. Design sperimentale

La progettazione degli esperimenti e stata impostata come segue (fig. 4). Le due
applicazioni, innovativa e tradizionale, ultrasuoni (US) e immersione (DIPP), con
acido ascorbico al 2% (AsA) e cloruro di calcio all'1% (CC), sono stati trattati come
due fattori indipendenti. Ogni fattore presenta due livelli: assenza (NO) e presenza
(YES), per un totale di quattro combinazioni. L'obiettivo era valutare come ogni
singolo fattore influenzi gli attributi di qualita (colore e consistenza, microbiologia e
acido ascorbico), l'attivita enzimatica della polifenolossidasi (PPO) in una mela Cripps
Pink cv. di IV gamma e se questa influenza sia 0 meno statisticamente significativa. A
questo scopo, € stata eseguita un‘analisi di regressione fattoriale. L'equazione di

regressione con piu di un termine assume la seguente forma:

Y =ay+aA+asB+a;AB+¢ (2)
dove Y é la variabile di risposta; A, B sono due fattori; ap € una costante del modello;

a1, a2 sono coefficienti lineari; as rappresentano gli effetti di interazione del modello,

¢ ’errore.
FULL FATTORIAL 22
StdOrder |RunOr=>> CenterPt | Blocks ULTRASUONI DIPPING TRATTAMENTO CODICE
1 1 1 1 1 NO MO CONTROLLO CONTROLLOD
2 2 2 1 1 YES MO ULTRASUONI us
3 4 3 1 1 YES YES ULTRASUQOMI*DIPPING US*DIPP
4 3 4 1 1 NO YES DIPPING DIFP

Fig. 4: Design sperimentale fattoriale completo a 2 fattori e 2 livelli (NO/SI). Il livello NO indica
assenza; il livello SI, presenza.
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3.1.3. Determinazione dell’indice di imbrunimento

Il colore della superficie delle mele appena tagliate € stato misurato utilizzando un
Minolta Chromameter (CR-300, Minolta, Tokyo, Giappone) dotato di illuminante D65
e un‘area di misurazione di 8 mm nella scala cromatica CIE L* a* b*. Il colorimetro é
stato calibrato utilizzando una piastra standard bianca. Le variabili di colore, tra cui
L* (chiaro/scuro), a* (rosso/verde) e b* (giallo/blu) nella scala cromatica Hunter Lab
(Hunter Lab, 1996), sono state misurate su ciascun campione di mela appena tagliata
(A) o su quelli sottoposti a trattamenti (B, C, D). | risultati sono stati espressi come
valore medio di tre repliche, ciascuna composta da tre misurazioni su cui i parametri
sono stati valutati in due posizioni. L'indice di imbrunimento (BI) é stato calcolato
utilizzando la seguente equazione (Pathare et al., 2013):

BI =
0.17 (5.645L*+ a*—3.012b*)

L'aspetto visivo delle fette cambia durante la conservazione ed e stato monitorato
tramite foto (Fig. 6).

3.1.4. Determinazione della resistenza alla compressione

Il test di compressione & stato condotto utilizzando una macchina per prove
meccaniche universali Instron (modello 5564, Tinius Olsen Company) con una
capacita di carico di 2 kN e una sonda di compressione cilindrica di 30 mm di diametro.
Ogni singolo campione di mela (tre ripetizioni per tre repliche) e stato inizialmente
tagliato in una forma cilindrica con un diametro di 30 mm e spessore 15 mm.
Successivamente, € stato caricato tra due piastre parallele della macchina e compresso.
| test di compressione sono stati eseguiti a temperatura ambiente (23 °C) alle seguenti
condizioni: una velocita di prova di 10 mm/min. L'acquisizione dei dati per questi
profili testuali é stata eseguita utilizzando il software fornito con la macchina Instron.
Il parametro valutato € la resistenza alla compressione, misurata con la massima

risposta di forza in Newton (N).
3.1.5. Estrazione di polifenolossidasi e determinazione dell’attivita

L'estratto proteico per lattivita della polifenolossidasi (PPO) e stato ottenuto

omogeneizzando la polvere congelata di mela (1:2 p/v) con tampone di fosfato di sodio
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(0,5 M, pH 6.4) contenente il 2% (p/v) di PVPP. Il contenuto proteico € stato valutato
con il test di Bradford (Bradford, 1976). L'attivita della polifenolossidasi (EC 1.10.3.1)
e stata determinata come descritto da (Petriccione et al., 2018). L'attivita della PPO e

stata espressa come nmol per g/peso fresco.
3.1.6. Determinazione del contenuto in acido ascorbico

Il contenuto di acido ascorbico (AsA) e stato determinato secondo il metodo descritto
da (Magri et al., 2022) con alcune modifiche. Le fette di mela (1:4, w/v) sono state
estratte con una soluzione di acido metafosforico al 16% (v/v) e acido
etilendiamminotetraacetico disodico allo 0,18% (w/v). La miscela ¢ stata centrifugata
a 11000 per g per 10 min a 4 °C. La reazione ¢ stata ottenuta utilizzando 200 pl di
estratto, acido metafosforico allo 0,3% (v/v) e reagente di Folin diluito (1:5, v/v). |

risultati sono stati espressi come mg di acido ascorbico (AsA) per 100 g/peso fresco.
3.1.7. Determinazione della conta microbica totale

Sono stati prelevati 30 grammi del campione e omogeneizzati con 270 ml di acqua
peptonata tamponata (BPW) per 5 minuti utilizzando uno stomacher Maxicator (IUL
S.A., Barcellona, Spagna). Sono state preparate diluizioni decimali seriali (1:10) dalla
sospensione madre e, successivamente, 1 ml di ciascuna sospensione/diluizione é stato
inoculato per l'inclusione in Plate Count Agar (PCA) e distribuito su piastre Dichloran-
Rose Bengal Chloramphenicol (DRBC). Le piastre PCA sono state incubate a 30 °C
per 72 ore, mentre le piastre DRBC sono state incubate a 25 °C per 5 giorni. Le analisi
sono state condotte in triplicato e i risultati ottenuti sono stati espressi in LOG di unita

formanti colonie per grammo (UFC/qg).
3.1.8. Analisi statistica

E stata eseguita l'analisi della varianza (ANOVA) a una via per confrontare la
differenza fra i trattamenti allo stesso tempo di conservazione. Le differenze tra le
medie sono state studiate con il test di Tukey e le differenze a p < 0.05 sono state
considerate significative. L’analisi degli effetti (ANOVA a due vie) é stata condotta
secondo Vieria et al. 2020. Per valutare gli effetti dei fattori sono stati utilizzati: il

grafico normale degli effetti standardizzati, i grafici di Pareto e i grafici delle
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interazioni. Il grafico normale rappresenta graficamente la direzione e I'entita degli
effetti. Nel grafico normale degli effetti standardizzati, gli effetti e le interazioni con
coefficienti negativi (segni negativi) sono nella regione inferiore al 50%, mentre i
fattori e le interazioni con coefficienti positivi (segni positivi) sono nella regione
superiore al 50%. Tutti gli effetti principali e le interazioni non significativi giacciono
sulla linea retta (la linea centrale che attraversa il valore zero sull'asse x al 50% di
probabilita). Quelli considerati significativi nella risposta sono distanziati dalla linea
retta. | segni positivi degli effetti principali indicano un aumento delle variabili,
viceversa una riduzione. Sul grafico di Pareto gli effetti superiori a 2.31 (p = 0.05),
situati a destra della linea di demarcazione, sono significativi. | valori standardizzati
assoluti degli effetti di ciascun fattore e delle interazioni corrispondono al test t di
Student calcolato per ciascuna variabile indipendente. Il grafico delle interazioni € utile
a mostrare come la relazione tra un fattore categoriale e una variabile dipendente
continua dipenda dal valore del secondo fattore categoriale (Mccabe et al., 2018). |
dati sono stati elaborati utilizzando il software Minitab® 19, Minitab Inc., State

College, Pennsylvania, USA.

3.2. Risultati

3.2.1. Indice di imbrunimento

Tab. 1: Media + deviazione standard dei risultati per indice di imbrunimento.

Trattamento T Media StDev 95% ClI

CONTROLLO 0 249 +34 (21.90; 27.94)
us 0 223 1.9 (19.32; 25.35)
US*DIPP 0 216 1.2 (18.61; 24.64)
DIPP 0 223 +20 (19.30; 25.33)
CONTROLLO 7 49.0 £4.0 (45.05; 53.05)
us 7 309 3.2 (26.90; 34.90)
US*DIPP 7 254 +£1.6 (21.45; 29.44)
DIPP 7 280 £20 (23.99; 31-99)
CONTROLLO 14 485 +2.2 (45.77; 51.31)
us 14 32.7 £24 (29.93; 35.47)
US*DIPP 14 26.8 £2.4 (24.05; 29.59)
DIPP 14 28.8 0.8 (26.01; 31.55)

La tabella riporta la media + ds dell’attivita dell’indice di imbrunimento nei campioni trattati e non
(controllo=campione non trattato; US=campione trattato con ultrasuoni; US*DIPP=campione trattato
con ultrasuoni e dipping: DIPP=campione immerso nel dipping), misurata immediatamente dopo il
trattamento, e nei giorni 7 e 14 di conservazione.
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Per valutare gli effetti del trattamento sul colore durante il periodo di conservazione, &
stato considerato l'indice di imbrunimento (BI) della mela. | risultati dell’ANOVA a
una via e del test di Tukey (Tab. 1 e Fig. 5) mostrano che, al giorno 0, post trattamento,
i campioni non presentano differenze significative dovute all’applicazione dei diversi
trattamenti. Dopo 7 giorni di conservazione a temperatura di stoccaggio controllata (+

4° C) le mele (fig. 5) presentano differenze statisticamente significative (p < 0.05).

Interval Plot of Browning Index
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Indinidual standard deviations are used to calculate the intervals.

Fig. 5: Interval plot dei trattamenti a diversi tempi di controllo. A-B indicano differenze statisticamente
significative (p < 0.05) tra i trattamenti allo stesso tempo di controllo.

In particolare, il campione non trattato ha una media di 49.0 + 4.0 (tab. 1), pari quasi
al doppio del campione trattato con ultrasuoni e dipping. Gli altri tre campioni trattati,
invece, non mostrano alcuna differenza significativa (p > 0.05) tra di loro. Dopo 14
giorni di stoccaggio, il controllo non trattato mantiene i valori di imbrunimento piu
elevati segnando una differenza statisticamente significativa (p < 0.05) rispetto agli
altri campioni trattati, con valori stabili rispetto al campione controllato il settimo
giorno. Si evidenzia tramite analisi visiva (fig. 6) la differenza tra il controllo e i
restanti campioni. Esso appare gia imbrunito dopo i primi 7 giorni di stoccaggio
rispetto agli altri. Il campione trattato con soli ultrasuoni mostra visivamente una lieve

differenza di imbrunimento nel tempo. 1l dipping e il trattamento US*DIPP presentano

27



un andamento simile nel tempo e restituiscono un campione finale con maggiore

luminosita e minore imbrunimento superficiale.

CONTROLLO usS DIPP US*DIPP

Post trattamento

7 giorni

14 giorni

Fig. 6: Repertorio fotografico di un gruppo di repliche dei campioni, fotografati durante i quattordici
giorni di stoccaggio.

L’ANOVA a due vie (tab. 2), a differenza della precedente analisi, che si limita a
fornire solo una comparazione dei trattamenti per evidenziare eventuali differenze,
rivela il peso o, meglio, ’effetto principale dei fattori di processo sulla variabile di
risposta, singolarmente e in combinazione, in modo da determinare anche eventuali

effetti di interazione statisticamente significativi.

Tab. 2: Analisi della varianza per la risposta indice di imbrunimento dopo il trattamento.

Source DF Adj SS Adj MS F-Value p-value
Model 3 18980 6.327 1.23 0.360
Linear 2 16303  8.151 1.59 0.262

us 1 8.049 8049 157  0.246
DIPP 1 8254 8254 1.61 0.240
2-Way 1 2677 2677 0.52 0491
Interactions
US*DIPP 1 2677 2677 0.52 0491
Error 8 41.038 5.130
Total 11 60.018

US=Ultrasuoni; DIPP=Dipping; US*DIPP=Ultrasuoni piu dipping. p-value < 0.05 denota un effetto
principale o una interazione statisticamente significativa dei fattori di processo.
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In questo studio si ¢ optato per valutare un possibile impatto dell’effetto in due
momenti: dopo il trattamento e dopo 14 giorni di conservazione con il fine di
comprende se ci sia 0 meno un’evoluzione o un cambiamento nel tempo della relazione
tra i fattori di processo in esame. La tabella 2 e il grafico di Pareto (fig. 7) post
trattamento segnalano che non ci sono effetti principali o interazioni significativi

(p>0.05) sull’imbrunimento della mela post trattamento.

Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is BI_0; a = 0,05)
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Fig. 7: Grafico di Pareto degli effetti principali standardizzati della risposta indice di imbrunimento
dopo il trattamento.

In tabella 3 sono riportati gli effetti dei singoli fattori e la loro direzione, data dal segno

che precede.

Tab. 3: Effetti stimati e coefficienti per la risposta indice di imbrunimento dopo il trattamento.

Term Effect Coef SE Coef T-Value P-Value VIF
Constant 22.799 0.654 34.87 0.000

us -1.638 -0.819 0.654 -1.25 0.246 1.00
DIPP -1.659 -0.829 0.654 -1.27 0.240 1.00
US*DIPP 0.945 0472 0.654 0.72 0.491 1.00

Il segno che precede i valori in colonna “Effect” indica la direzione dell’effetto: — significa che in
presenza del fattore la variabile dipendente diminuisce, + che in presenza del fattore la variabile
aumenta. p < 0.05 indica che I’effetto principale o I’interazione sono statisticamente significativi.

Seppur non in maniera statisticamente significativa la presenza di dipping o di
ultrasuoni registra la tendenza ad abbassare la risposta della variabile BI. La loro
interazione (fig. 8), invece, mostra un potenziale effetto sinergico, si verifica quando

la compresenza di un fattore intensifica la direzione dell’effetto del primo fattore sulla
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risposta della variabile. Nel caso in oggetto US*DIPP restituiscono un valore pit basso

di Bl seppur non significativo.

Interaction Plot for BI_O
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Fig. 8: Interaction plot per la risposta indice di imbrunimento dopo il trattamento.

Questo andamento é chiaramente visibile anche sul grafico degli effetti normalizzati

(fig. 9), dove entrambi i fattori, US e DIPP, si trovano a destra della linea centrale.

Normal Plot of the Standardized Effects
(response is BI_0; o = 0,05)
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Fig. 9: Normal probability plot degli effetti standardizzati per la risposta indice di imbrunimento dopo
trattamento.
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Dopo 14 giorni di conservazione, i singoli fattori e le interazioni risultano tutti

statisticamente significativi (tab. 4), come si evince anche dal grafico di Pareto

(fig.10).

Tab. 4: Analisi della varianza per la risposta indice di imbrunimento dopo 14 giorni di conservazione.

Source
Model
Linear
us
DIPP
2-Way Interactions
US*DIPP
Error
Total

\v)
m

Adj SS
875.29
730.63
237.77
492.86
144.65
144.65

34.60
909.89

_ 00 = |2 N W

—_

Adj MS F-Value P-Value

291.762
365.317
237.773
492.862
144.652
144.652

4.325

67.46
84.46
54.97
113.95
33.44
33.44

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

US=Ultrasuoni; DIPP=Dipping; US*DIPP=Ultrasuoni piu dipping. p-value < 0.05 denota un effetto

principale o una interazione statisticamente significativa dei fattori di processo.

Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is B_14; a = 0,05)

r
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Factor Name
A us
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Fig. 10: Grafico di Pareto per la risposta indice di imbrunimento dopo 14 giorni di conservazione.

11 dipping presenta I’effetto maggiore, seguito da ultrasuoni e interazione. 1l dipping

e gli ultrasuoni confermano 1’impatto negativo (tab. 5) sulla variabile, indice di

imbrunimento, gia segnalata nella fase post trattamento.
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Tab. 5: Effetti stimati e coefficienti per la risposta indice di imbrunimento dopo 14 giorni di
conservazione.

Term Effect Coef SE Coef T-Value P-Value VIF
Constant 34.211 0.600 56.98 0.000

us -8.903 -4.451 0.600 -7.41 0.000 1.00
DIPP -12.817 -6.409 0.600 -10.67 0.000 1.00
US*DIPP 6.944 3472 0.600 5.78 0.000 1.00

Il segno che precede i valori in colonna “Effect” indica la direzione dell’effetto: — significa che in
presenza del fattore la variabile dipendente diminuisce, + che in presenza del fattore la variabile
aumenta. p < 0.05 indica che I’effetto principale o I’interazione sono statisticamente significativi.
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Fig. 11: Normal probability plot degli effetti standardizzati per la risposta indice di imbrunimento dopo
14 giorni di conservazione.

\

E interessante notare attraverso 1’analisi del normal plot degli effetti standardizzati
(fig.11) e del grafico dell’interazione (fig. 12) che anche I’interazione, non solo ¢
significativa (p < 0.05), ma mostra chiaramente un effetto sinergico tra i fattori, che
provoca I’intensificazione degli effetti negativi dei singoli trattamenti se compresenti.
Tale effetto (negativo sulla variabile ma positivo nel raggiungimento dell’obiettivo
finale di mela con minore imbrunimento) dell’acido ascorbico e del cloruro di calcio
sui campioni di mela a differenti concentrazioni € gia stato documentato in letteratura
(Ponting et al., 2006). L’uso di ultrasuoni da soli (Yildiz et al., 2020) o in
combinazione con acido ascorbico (Jang et al., 2009) o calcio ascorbato (Putnik et al.,

2017), ha evidenziato un effetto positivo sul mantenimento del colore della frutta di
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IV gamma nel tempo. L’analisi statistica effettuata € utile a dimostrare, tuttavia, la
presenza dell’effetto sinergico di interazione nell’uso della combinazione di ultrasuoni

e dipping.
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Fig. 12: Interaction plot per la risposta indice di imbrunimento dopo 14 giorni di conservazione.

3.2.2. Attivita della polifenolossidasi

Per meglio comprendere il fenomeno é stato analizzato anche I'impatto dei fattori
sull'enzima polifenolossidasi (PPO). Questo enzima e responsabile del processo
biochimico che porta alla formazione di composti di melanina (Arnold & Gramza-
Michatowska, 2022), la causa principale, della variazione di colore e

dell'imbrunimento nelle mele.

Post-trattamento (fig. 13), i campioni sono tutti differenti in maniera statisticamente
significativa (p < 0.05). La maggiore attivita della PPO (tab. 6) si registra nel
trattamento combinato, US*DIPP, con 30.2 £2.7 nmol/g, seguito dal dipping,
ultrasuoni e controllo, con il valore pit basso 7.0 0.2 nmol/g. Dopo 7 giorni di
conservazione i campioni presentano tutti un incremento dell’attivita enzimatica,

indipendentemente dal trattamento subito.
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Tab. 6: Media + deviazione standard dei risultati dell’attivita della polifenolossidasi in nmol/g.

Trattamento T Media StDev 95% CI
CONTROLLO 0 7.0 £0.2 (4.41; 9.64)
us 0 16.5 0.6 (13.93; 19.16)
US*DIPP 0 30.2 £2.7 (27.54; 32.77)
DIPP 0 22.0 £2.7 (19.40; 24.63)
CONTROLLO 7 26.1 £0.1 (23.99; 28.31)
us 7 29.8 £2.9 (27.61; 31.93)
US*DIPP 7 38.7 £1.3 (36.52; 40.84)
DIPP 7 43.8 0.6 (41.63; 45.96)
CONTROLLO 14 185 1.3 (14.98; 22.12)
us 14 31.3 £4.2 (27.76; 34.89)
US*DIPP 14 23.0 £1.2 (19.48; 26.62)
DIPP 14 32.8 £+2.8 (29.21; 36.35)

La tabella riporta la media + ds dell’attivita dell’enzima della polifenolossidasi nei campioni trattati e
non (controllo=campione non trattato; US=campione trattato con ultrasuoni; US*DIPP=campione
trattato con ultrasuoni e dipping: DIPP=campione immerso nel dipping), misurata immediatamente
dopo il trattamento, e nei giorni 7 e 14 di conservazione.
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Fig. 13: Interval plot dei trattamenti nei diversi punti di controllo. A-D indicano differenze
statisticamente significative (p < 0.05) tra i trattamenti allo stesso tempo di controll0 (ANOVA-Tukey).

Il maggiore incremento si registra nel dipping, pari al 166%, seguito dal trattamento
combinato e dagli ultrasuoni. | trattamenti sono differenti tra loro in maniera
statisticamente significativa (p < 0.05), tranne ultrasuoni e controllo che non

presentano differenza. Dopo 14 giorni di trattamento dipping e ultrasuoni presentano
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’attivita maggiore e nessuna differenza significativa tra loro, cosi come il combinato

con il campione non trattato.

Tab. 7: Analisi della varianza per la risposta polifenolossidasi dopo il trattamento.

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value

Model 3 849.292 283.097 73.34 0.000
Linear 2 847.867 423933  109.83 0.000
us 1 234039 234.039 60.63 0.000
DIPP 1 613.828 613.828  159.03 0.000
2-Way Interactions 1 1.425 1.425 037 0.560
US*DIPP 1 1425 1.425 0.37 0.560

Error 8 30.879 3.860

Total 11 880.171

US=Ultrasuoni; DIPP=Dipping; US*DIPP=Ultrasuoni piu dipping. p-value < 0.05 denota un effetto
principale o una interazione statisticamente significativa dei fattori di processo.

L’analisi ANOVA degli effetti restituisce effetti significati del dipping e degli
ultrasuoni ma non della loro interazione come si evince dalla tabella 7 e dal grafico di
Pareto (fig. 14). | dati mostrano un effetto principale positivo e significativo (p < 0.05)
dell'attivita PPO al tempo O che comporta un aumento della variabile di risposta (tab.
8).

Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is PPO (nmol/g FW); o = 0,05)
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Fig. 14: Grafico di Pareto dei principali effetti sulla polifenolossidasi dopo il trattamento.
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Tab. 8: Effetti stimati e coefficienti per la risposta polifenolossidasi dopo il trattamento.

Term Effect Coef SE Coef T-Value P-Value VIF
Constant 18.935 0.567 33.39 0.000

us 8.833 4416 0.567 7.79 0.000 1.00
DIPP 14304 7.152 0.567 12.61 0.000 1.00
US*DIPP -0.689 -0.345 0.567 -0.61 0.560 1.00

Il segno che precede i valori in colonna “Effect” indica la direzione dell’effetto: — significa che in
presenza del fattore la variabile dipendente diminuisce, + che in presenza del fattore la variabile
aumenta. p < 0.05 indica che ’effetto principale o I’interazione sono statisticamente significativi.

La direzione degli effetti DIPP e US é positiva, nel senso che la loro presenza
incrementa la risposta della variabile, come si evince anche dal normal plot degli effetti

standardizzati in figura 15. L’effetto maggiore ¢ dato dal dipping.
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Fig. 15: Normal probability plot degli effetti standardizzati per la risposta polifenolossidasi dopo il
trattamento.

Una spiegazione all’aumento dell’attivita potrebbe essere data dalla presenza dell'1%
p/p di CC nel DIPP, come precedentemente evidenziato in uno studio sulle fragole
(Langer et al., 2019). Un aumento dell'attivita PPO e stato rilevato nella frutta trattata
con CC rispetto al campione non trattato subito dopo il trattamento (0 giorni). A 8
giorni a4° C + 2 giorni a 20° C (8 + 2 giorni), i valori nei tessuti trattati sono diminuiti
e hanno raggiunto livelli simili a quelli del controllo. Allo stesso modo, ma in misura
minore, gli ultrasuoni stimolano (p <0.05) l'attivita della PPO. Gli ultrasuoni, infatti, a

una certa frequenza possono indurre cambiamenti conformazionali che portano a un
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aumento dell'attivita enzimatica (Hang et al., 2017). In purea di avocado trattata a 20
kHz e 750 W/c? Iattivita della polifenolossidasi & aumentata fino al 187% (Bi et al.,
2015). Alcuni autori attribuiscono il fenomeno, in alcuni casi, ai parametri di processo
impostati, quali la potenza > 200 W (Liu et al., 2017; Igbal et al., 2020) 1l grafico delle
interazioni (fig. 16) non mostra esistenza di alcuna interazione tra i fattori. Le linee,
infatti, si presentano in perfetto parallelismo tra loro. Pertanto, il trattamento

combinato ha il livello piu elevato di attivita per mera somma degli effetti dei singoli

fattori.
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Fig. 16 Interaction plot degli effetti della polifenolossidasi dopo il trattamento.

Al 14° giorno di conservazione (tab. 9 e fig. 17), gli effetti principali non risultano
statisticamente significativi. Si registra soltanto la significativita statistica (p <0.000)

dell’interazione tra i due fattori.

Tab. 9: Analisi della varianza dell’attivita della polifenolossidasi dopo 14 giorni di conservazione.

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value

Model 3 413373 137.791 19.17 0.001
Linear 2 33573  16.787 2.34 0.159
us 1 6962 6.962 0.97 0.354
DIPP 1 26611 26611 3.70 0.091
2-Way Interactions 1 379.800 379.800 52.84 0.000
Us*DIPP 1 379.800 379.800 52.84 0.000

Error 8 57.502 7.188

Total 11 470.875

US=Ultrasuoni; DIPP=Dipping; US*DIPP=Ultrasuoni piu dipping. p-value < 0.05 denota un effetto
principale o una interazione statisticamente significativa dei fattori di processo.
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Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is PPO_14 (nmolfg FW); a = 0,05)
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Fig. 17: Grafico di Pareto dei principali effetti e delle interazioni della risposta polifenolossidasi dopo

14 giorni di conservazione.

La direzione dei singoli fattori (come evidenziato nel post trattamento) e positiva ma

non significativa dell’aumento dell'attivita enzimatica (tab.10 e fig.18).

Tab.10 Effetti stimati e coefficienti per la risposta polifenolossidasi dopo 14 giorni di conservazione.

Term Effect Coef SE Coef T-Value P-Value VIF
Constant 26.427 0.774 3415 0.000

us 1523 0.762 0.774 0.98 0.354 1.00
DIPP 2978 1.489 0.774 1.92 0.091 1.00
US*DIPP | -11.252 -5.626 0.774 -7.27 0.000 1.00

Il segno che precede i valori in colonna “Effect” indica la direzione dell’effetto: — significa che in
presenza del fattore la variabile dipendente diminuisce, + che in presenza del fattore la variabile
aumenta. p < 0.05 indica che I’effetto principale o I’interazione sono statisticamente significativi.

Si riconferma la tendenza, precedentemente registrato, di aumento dell’attivita della

polifenolossidasi in presenza dei fattori ultrasuoni o dipping, sebbene tale aumento

non risulti piu statisticamente significativo. Si evidenza, piuttosto, la significativita

dell’interazione tra i fattori (p< 0.05).
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Normal Plot of the Standardized Effects
(response is PPO_14 (nmol/g FW); a = 0,05)
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Fig. 18: Normal probability plot degli effetti standardizzati per la risposta polifenolossidasi dopo 14
giorni di conservazione.
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Fig. 19: Interaction plot dei fattori per la risposta polifenolossidasi dopo 14 giorni di conservazione.

Dall’analisi del grafico delle interazioni si evince un'interazione di tipo antagonistico:
entrambi i fattori influenzano la risposta nella stessa direzione, sebbene DIPP sia

associato a un aumento dell’attivita solo in assenza di US e viceversa. Pertanto, se
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I’applicazione dei trattamenti singolarmente determina un aumento dell'attivita della
PPO, la presenza di entrambi i trattamenti diminuisce l'attivita della PPO dopo 14
giorni di conservazione. In letteratura sono riportati risultati simili ottenuti dalla
combinazione tra AsA e US. Il trattamento di US e AsA combinato e stato
notevolmente efficace nel disattivare PPO, mentre I'applicazione individuale di
ultrasuoni o acido ascorbico non ha inattivato gli enzimi (Jang & Moon, 2011). Questo
effetto e stato riscontrato (Xu et al., 2022) anche sulle patate trattate con acido
ascorbico 0,2 % e ultrasuoni (40 kHz, 200 W, 3 min).

3.2.3. Resistenza alla compressione

Per valutare gli effetti dei parametri di processo sulla consistenza della mela, é stata
considerata la resistenza alla compressione misurata in Newton (N). In tab.11 €
possibile notare un calo della resistenza alla compressione da parte dei campioni non
trattati o trattati con ultrasuoni e dipping in combinazione. Al contrario, si registra un
aumento della resistenza dei campioni trattati in immersione (+31.18% dopo 14 giorni
di conservazione). Il confronto tra i trattamenti (fig. 20) ai diversi punti di controllo
(0, 7 e 14), tuttavia, mostra solamente una differenza significativa (p < 0.05) tra il
campione non trattato e i campioni sottoposti a trattamento al tempo 0. Questa

differenza non si evince né al 7°, né al 14° giorno dal trattamento.

Tab. 11: Media + deviazione standard dei risultati resistenza alla compressione in Newton.

Trattamento T Media StDev 95% CI

CONTROLLO 0 274 15 (24.87; 29.87)
us 0 232109 (20.73; 25.73)
US*DIPP 0 21228 (18.66; 23.66)
DIPP 0 18.6 £1.8 (16.06; 21.07)
CONTROLLO 7 231 £24 (20.27; 25.93)
us 7 204 £23 (17.52; 23.17)
US*DIPP 7 200 £09 (17.18; 22.84)
DIPP 7 22525 (19.66; 25.31)
CONTROLLO 14 17.2 £2.8 (12.39; 22.00)
us 14 17.9 2.1 (13.08; 22.70)
US*DIPP 14 212 £35 (16.40; 26.02)
DIPP 14 244 £52 (19.58; 29.19)

La tabella riporta la media + ds della resistenza alla compressione nei campioni trattati e non
(controllo=campione non trattato; US=campione trattato con ultrasuoni; US*DIPP=campione trattato
con ultrasuoni e dipping: DIPP=campione immerso nel dipping), misurata immediatamente dopo il
trattamento, e nei giorni 7 e 14 di conservazione.
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Fig. 20: Interval plot dei trattamenti nei diversi punti di controllo. A-B indicano differenze
statisticamente significative (p < 0.05) tra i trattamenti allo stesso tempo di controllo (ANOVA-Tukey).

L’analisi fattoriale a due vie mostra che il giorno del trattamento, DIPP ha un effetto
negativo significativo (p < 0.001) (Tab. 12). Tale significativita, seppur in misura
minore, si riscontra anche nell’interazione tra i fattori, come si evince anche dal grafico
di Pareto (fig. 21).

Tab. 12: Analisi della varianza per la risposta resistenza alla compressione dopo il trattamento.

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Model 3 124572 41.524 11.75 0.003
Linear 2 90.528 45.264 12.81 0.003
us 1 1802 1.802 0.51 0.495
DIPP 1 88726 88726 25.11 0.001
2-Way Interactions 1 34.044 34.044 9.64 0.015
US*DIPP 1 34044 34044 9.64 0.015
Error 8 28.263 3.533
Total 11 152.835

US=Ultrasuoni; DIPP=Dipping; US*DIPP=Ultrasuoni piu dipping. p-value < 0.05 denota un effetto
principale o una interazione statisticamente significativa dei fattori di processo.
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Pareto Chart of the Standardized Effects
{response is N; a = 0,05)
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Fig. 21: Grafico di Pareto dei principali effetti e delle interazioni della risposta resistenza alla
compressione dopo il trattamento.

L’immersione della mela in AsA e CC per un tempo di 3 minuti diminuisce la
resistenza alla compressione subito dopo il trattamento. Non si riscontra alcun effetto

significativo con gli US (p >.0.495)

Tab. 13: Effetti stimati e coefficienti per la risposta resistenza alla compressione dopo il trattamento.

Term Effect Coef SE Coef T-Value P-Value VIF
Constant 22.581 0.543 41.62 0.000

us -0.775 -0.387 0.543 -0.71 0.495 1.00
DIPP -5438 -2.719 0.543 -5.01 0.001 1.00
US*DIPP 3.369 1.684 0.543 3.10 0.015 1.00

Il segno che precede i valori in colonna “Effect” indica la direzione dell’effetto: — significa che in
presenza del fattore la variabile dipendente diminuisce, + che in presenza del fattore la variabile
aumenta. p < 0.05 indica che I’effetto principale o I’interazione sono statisticamente significativi.

La direzione degli effetti e la loro significativita e visibile anche sul grafico degli effetti
standardizzati (fig. 22). Vale la pena, far notare come in un’analisi a una via di
confronto tra i trattamenti, I’unica differenza significativa era quella che emergeva tra

il campione non trattato e il resto dei campioni. In questo caso emergono informazioni
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interessanti e utili a comprendere il peso che i singoli fattori esercitano sulla variabile
dipendente di risposta.

Normal Plot of the Standardized Effects
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Fig. 22: Normal probability plot degli effetti standardizzati per la risposta resistenza alla compressione
dopo il trattamento
In fig. 23 ¢ analizzato il trattamento combinato nel dettaglio e I’interazione
significativa tra i fattori
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Fig. 23 Interaction plot dei fattori per la risposta resistenza alla compressione dopo il trattamento.

Da una parte 1’effetto negativo del dipping sulla fermezza della mela comporta un

effetto buffering sugli ultrasuoni. Il combinato US*DIPP, di fatto, abbassa il livello
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della risposta rispetto al trattamento con gli ultrasuoni semplici. Tale interazione,
tuttavia, potrebbe anche essere interpretata come la capacita degli ultrasuoni di
attenuare 1’effetto negativo del dipping. Dopo 14 giorni di conservazione, la situazione
sembra capovolgersi. Dall’analisi della varianza (tab. 14) emerge ancora un effetto
significativo per il DIPP (p <0.05) a differenza dell’interazione tra fattori (trattamento
combinato) che perde di significativita statistica, come mostra anche il grafico di
Pareto (fig. 24).

Tab. 14: Analisi della varianza per la risposta resistenza alla compressione dopo 14 giorni di
conservazione.

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value

Model 3 98743 32914 2.52 0.131
Linear 2 87514 43757 3.36 0.087
us 1 4595 4.595 0.35 0.569
DIPP 1 82919 82919 6.36 0.036
2-Way Interactions 1 11229  11.229 0.86 0.381
US*DIPP 1 11229 11.229 0.86 0.381

Error 8 104.327  13.041

Total 11 203.070

US=Ultrasuoni; DIPP=Dipping; US*DIPP=Ultrasuoni pit dipping. p-value < 0.05 denota un effetto
principale o una interazione statisticamente significativa dei fattori di processo.

Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is N_14; o = 0,05)
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Fig. 24: Grafico di Pareto dei principali effetti e delle interazioni della risposta resistenza dopo 14 giorni
di conservazione.

Un’analisi dettagliata (tab. 15 e fig. 25) mostra che I’effetto del dipping ¢ totalmente
cambiato. Le mele trattate con soluzione a base di AsA 2% e CC 1% hanno una
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maggiore fermezza dopo 14 giorni di conservazione e una maggiore resistenza alla
compressione rispetto ad altri campioni. Nessun effetto si riscontra nell’uso di

ultrasuoni.

Tab. 15 Effetti stimati e coefficienti per la risposta resistenza alla compressione dopo 14 giorni di
conservazione.

Term Effect Coef SE Coef T-Value P-Value VIF
Constant 20.17 1.04 19.35 0.000

us -1.24 -0.62 1.04 -0.59 0.569 1.00
DIPP 526 263 1.04 2.52 0.036 1.00
US*DIPP -1.93 -0.97 1.04 -0.93 0.381 1.00

Il segno che precede i valori in colonna “Effect” indica la direzione dell’effetto: — significa che in
presenza del fattore la variabile dipendente diminuisce, + che in presenza del fattore la variabile
aumenta. p < 0.05 indica che I’effetto principale o I’interazione sono statisticamente significativi.
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Fig. 25: Normal probability plot degli effetti standardizzati per la risposta resistenza dopo 14 giorni di
conservazione.

L’interazione non ¢ piu significativa. Tuttavia, I’analisi del grafico (fig. 26) delle
interazioni mostra un cambiamento nelle relazioni tra i fattori rispetto all’analisi

effettuata nel post trattamento.
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26: Interaction plot dei fattori per la risposta resistenza alla compressione dopo 14 giorni di
conservazione.

Emerge da una parte un effetto sinergico del dipping sugli ultrasuoni. Il livello piu alto
di DIPP, in combinazione, migliora I'effetto degli US sulla resistenza alla
compressione (N). Dall’altra parte, abbiamo un effetto buffering degli ultrasuoni sul
dipping. Tale inversione di tendenza nella mela, osservata tra il giorno O e il giorno 14
post trattamento, potrebbe essere dovuta al fatto che, il giorno del trattamento, non
sono ancora evidenti gli effetti negativi dell’uso di US. Tali effetti sono stati
ampiamente riportati in letteratura; quali 1’effetto spugna e/o la formazione di
microcanali (Rajewska & Mierzwa, 2017) con il conseguente indebolimento dei
legami intercellulari. Gli ultrasuoni potrebbero, tuttavia, durante e immediatamente
dopo il trattamento, aver favorito o accelerato 1’assorbimento dell’AsA e, in
particolare, del CC. Nel frutto del giuggiolo la combinazione di CC e ultrasuoni ha
prolungato la conservabilita del frutto facilitando [I'assorbimento di Ca®" e
stabilizzando la struttura della parete cellulare (zZhi et al., 2017). Analogamente, dopo
14 giorni diventano piu evidenti gli effetti positivi del dipping a base di calcio
(Giacalone et al., 2018) che, una volta adeguatamente assorbito, seppur con diversa

cinetica di assorbimento rispetto al trattamento combinato US*DIPP, inibisce l'attivita
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della poligalatturonasi (Guo et al., 2023), enzima responsabile della degradazione delle

pectine, rallentando cosi il processo di senescenza e rammollimento.

3.2.4. Contenuto di acido ascorbico

L'acido ascorbico € una misura del valore nutrizionale della frutta (Lee e Kader 2000).
La sua azione inibitoria verso la PPO e stata attribuita alla riduzione degli o-chinoni
(prodotti dalla reazione di ossidazione enzimatica) in o-difenoli, ritardando la
biosintesi dei composti bruni (Walker, 1977).

Tab. 16 Media + deviazione standard dei risultati del contenuto in acido ascorbico in mg/100g.

Trattamento T Media StDev 95% CI

CONTROLLO 0 2.3 0.1 (1.96; 2.70)
ULTRASUONI 0 2.0 +0.2 (1.63; 2.38)
US*DIPP 0 0.28 +0.03 (0.08; 0.66)
DIPPING 0 5.0 £0.5 (4.59; 5.34)
CONTROLLO 7 1.9 £0.1 (1.71; 2.17)
ULTRASUONI 7 19 +0.2 (1.71; 2.18)
US*DIPP 7 0.6 +0.1 (0.38; 0.84)
DIPPING 7 6.3 +0.3 (6.05; 6.51)
CONTROLLO 14 3.8 0.1 (3.37; 4.28)
ULTRASUONI 14 49 +0.3 (4.41; 5.32)
US*DIPP 14 0.60 +0.01 (0.05; 1.16)
DIPPING 14 5.3 +0.5 (4.89; 5.79)

La tabella riporta la media + ds del contenuto in acido ascorbico nei campioni trattati e non
(controllo=campione non trattato; US=campione trattato con ultrasuoni; US*DIPP=campione trattato
con ultrasuoni e dipping: DIPP=campione immerso nel dipping), misurata immediatamente dopo il
trattamento, e nei giorni 7 e 14 di conservazione.

Se analizziamo 1 dati (tab. 16), PTANOVA a una via restituisce una differenza
significativa tra i trattamenti nei tre punti di controllo. In particolare, post trattamento
il test di Tukey (fig. 27) evidenzia una differenzatra il DIPP, che presenta il contenuto
piu elevato di acido ascorbico 5.0 = 0.5 (piu del doppio del controllo), il controllo e gli
US (nessuna differenza significativa tra loro) e il trattamento combinato, DIPP*US,

con i valori nettamente piu bassi 0.28 + 0.03.
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Questa tendenza di conferma dopo 7 giorni di conservazione, con lieve modifica nel
14° giorno dove gli US e il DIPP non presentano alcuna differenza significativa tra
loro, ma solo rispetto al campione non trattato e al combinato. Il DIPP, dopo un picco

raggiunto a 7 giorni di conservazione mostra un calo del 15,87%.
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Fig. 27: Interval plot dei trattamenti nei diversi punti di controllo. A-C indicano differenze
statisticamente significative (p < 0.05) tra i trattamenti allo stesso tempo di controllo (ANOVA-Tukey).

Tab. 17: Analisi della varianza per la risposta acido ascorbico dopo il trattamento.

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Model 3 33,5911 11.1970 142.97 0.000
Linear 2 19.3884  9.6942 123.78 0.000
us 1 18.7566 18.7566 239.50 0.000
DIPP 1 06318 0.6318 8.07 0.022

1

1

8

1

2-Way Interactions 14.2027 14.2027 181.35 0.000

US*DIPP 14.2027 14.2027 181.35 0.000
Error 0.6265 0.0783
Total 11 34.2176

US=Ultrasuoni; DIPP=Dipping; US*DIPP=Ultrasuoni piu dipping. p-value < 0.05 denota un effetto
principale o una interazione statisticamente significativa dei fattori di processo.
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L’analisi della varianza (tab. 17) e il grafico di Pareto (fig. 28) mostrano effetti
principali significativi dei fattori di processo, DIPP e US, e della loro interazione
US*DIPP. E opportuno, pertanto, approfondire la grandezza e la direzione degli effetti

post trattamento

Pareto Chart of the Standardized Effects
{response is AsA (mg Ac.Ascorbic/100g FW); a = 0,05)
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Fig. 28: Grafico di Pareto dei principali effetti e delle interazioni della risposta contenuto in acido
ascorbico nel campione post trattamento.

attraverso la tabella (tab. 18) degli effetti stimati e dei coefficienti e il normal plot degli
effetti standardizzati (fig. 29).

Tab. 18 Effetti stimati e coefficienti per la risposta acido ascorbico dopo il trattamento

Term Effect Coef SE Coef T-Value P-Value VIF
Constant 2.3979 0.0808 29.68 0.000

us -2.5004 -1.2502 0.0808 -15.48 0.000 1.00
DIPP 0.4589 0.2294 0.0808 2.84 0.022 1.00
US*DIPP | -2.1758 -1.0879 0.0808 -13.47 0.000 1.00

Il segno che precede i valori in colonna “Effect” indica la direzione dell’effetto: — significa che in
presenza del fattore la variabile dipendente diminuisce, + che in presenza del fattore la variabile
aumenta. p < 0.05 indica che I’effetto principale o I’interazione sono statisticamente significativi.
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Normal Plot of the Standardized Effects
(response is AsA (mg Ac.Ascorbic100g FW): o = 0,05)
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Fig. 29: Normal probability plot degli effetti standardizzati per la risposta contenuto in acido ascorbico
dopo il trattamento

Emerge chiaramente un effetto positivo sulla risposta contenuto in AsA del fattore
DIPP, in linea con la precedente analisi a una via. Tale effetto si giustifica con
I'aggiunta esogena dell’acido ascorbico al campione, in soluzione. In uno studio, il
contenuto di AsA dei campioni immersi in acido ascorbico era circa 20 volte superiore
rispetto ai campioni non trattati all'inizio della conservazione, e rimaneva piu elevato
fino al sesto giorno di refrigerazione (Cocci et al., 2006), dato che si riflette anche nei
campioni oggetto di questo esperimento. D'altra parte, gli US hanno un effetto
negativo e presentano una magnitudine maggiore rispetto al precedente fattore. Se
applicati, riducono I'AsA endogeno della mela (Ordonez-Santos et al., 2017). Questo
esito € stato attribuito alla formazione di radicali liberi per effetto degli ultrasuoni
(Leskova et al., 2006) e al processo di ossidazione dell’AsA, in funzione di agente
riducente, e alla conseguente formazione di acido deidroascorbico. Anche la
combinazione di trattamenti ha una significativa interazione. Se esaminiamo nel
dettaglio il grafico delle interazioni (fig. 30), si nota come I’introduzione degli
ultrasuoni comporti un effetto buffering sul DIPP, che porta a una riduzione drastica

dei livelli di AsA (endogeno ed esogeno).
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Interaction Plot for AsA (mg Ac.Ascorbic/100g FW)
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Fig. 30: Interaction plot dei fattori per la risposta contenuto in acido ascorbico dopo il trattamento.
La degradazione dell'acido ascorbico é altresi influenzata da temperatura, luce, livello
di ossigeno disciolto e pH (Roig et al., 1995). CC combinato con ultrasuoni potrebbe
aver influenzato il pH del solvente. In uno studio condotto su succo d'arancia trattato
con ultrasuoni (US) e cloruro di calcio per 10 minuti, il campione ha mostrato una

diminuzione di quasi il 50% di AsA rispetto al controllo (Gomez-Lopez et al. 2010).

Dopo 14 giorni di conservazione, tutti i fattori rimangono significativi compresa la

loro combinazione (tab. 19 e fig. 31).

Tab. 19 Analisi della varianza per la risposta acido ascorbico dopo 14 giorni di conservazione.

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Model 3 30.7392 10.2464 92.81 0.000
Linear 2 127919  6.3960 57.94 0.000
us 1 91347  9.1347 82.74 0.000
DIPP 1 5.0013 5.0013 45.30 0.000
2-Way Interactions 1 22.2308 22.2308 201.37 0.000
US*DIPP 1 22.2308 22.2308 201.37 0.000
Error 7 07728 0.1104
Total 10 31.5119

US=Ultrasuoni; DIPP=Dipping; US*DIPP=Ultrasuoni piu dipping. p-value < 0.05 denota un effetto
principale o una interazione statisticamente significativa dei fattori di processo.
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Pareto Chart of the Standardized Effects
{response is AsA_14 (mg Ac.Ascorb/100g FW)_1; a = 0,05)

Factor Name
A us
B DIPP

0 2 4 6 8 1 2 14 1
Standardized Effect

Fig. 31: Grafico di Pareto dei principali effetti e delle interazioni della risposta contenuto in acido
ascorbico nel campione dopo 14 giorni di conservazione.

L’analisi, tuttavia, sulla direzione degli effetti ¢ sulla loro grandezza (tab. 20 e fig. 32),
mostra un cambiamento negli effetti del DIPP. La presenza del dipping dopo 14 giorni
di conservazione non incrementa piu la risposta nel contenuto di AsA, piuttosto
comporta una riduzione.

Tab. 20: Effetti stimati e coefficienti per la risposta contenuto in acido ascorbico dopo 14 giorni di
conservazione.

Term Effect Coef SE Coef T-Value P-Value VIF

Constant 3.660 0.102 35.98 0.000
us -1.851 -0.925 0.102 -9.10 0.000 1.02
DIPP -1.369 -0.685 0.102 -6.73 0.000 1.02

US*DIPP  -2.887 -1.444 0.102 -14.19 0.000 1.02

Il segno che precede i valori in colonna “Effect” indica la direzione dell’effetto: — significa che in
presenza del fattore la variabile dipendente diminuisce, + che in presenza del fattore la variabile
aumenta. p < 0.05 indica che I’effetto principale o I’interazione sono statisticamente significativi.
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L’effetto risulta minore rispetto a quello dovuto all’applicazione degli ultrasuoni.
L’analisi dell’interazione ci chiarisce il comportamento negativo della combinazione

dei due fattori.

Normal Plot of the Standardized Effects
(response is AsA_14 (mg Ac.Ascorb/100g FW)_1; a = 0,05)
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Fig. 32: Normal probability plot degli effetti standardizzati per la risposta contenuto in acido ascorbico
dopo 14 giorni dal trattamento.

Il grafico delle interazioni (fig. 33) mostra, rispetto al post trattamento, una relazione
antagonistica tra i fattori laddove entrambi i predittori hanno un effetto sull’acido
ascorbico che va nella stessa direzione (aumento della risposta) solo in assenza

dell’altro fattore.
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Fig. 33 Interaction plot dei fattori per la risposta acido ascorbico dopo 14 giorni di conservazione.
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La combinazione, invece, attenua gli effetti e diminuisce drasticamente il contenuto.

3.2.5. Conta microbica totale

Per valutare un aspetto importante della qualita, la sicurezza alimentare, sono state
eseguite analisi della conta microbica totale (CMT) sulla mela post trattamento e dopo
7 e 14 giorni di conservazione. Dalle analisi emerge (tab. 21) una differenza
significativa tra i campioni trattati, gia a giorno 0, post trattamento. Il campione trattato

con ultrasuoni presenta livelli CMT di elevati.

Tab. 21: Media + deviazione standard dei risultati per carica microbica totale in Log UFC/g..

Trattamento T Media StDev 95% CI

CONTROLLO 0 1.16 £0.27 (0.54; 1.78)
ULTRASUONI 0 3.93 £0.20 (3.31; 4.55)
US*DIPP 0 2.04 £043 (1.41; 2.66)
DIPPING 0 2.96 £0.76 (2.33; 3.58)
CONTROLLO 7 342 £0.74 (2.50; 4.34)
ULTRASUONI 7 5.23 +£0.65 (4.31; 6.15)
US*DIPP 7 2.24 £0.46 (1.32; 3.16)
DIPPING 7 3.15 £0.85 (2.23; 4.07)
CONTROLLO 14 3.87 £0.85 (3.13; 4.60)
ULTRASUONI 14 6.53 £+0.34 (5.80; 7.26)
US*DIPP 14 2.71 £0.36 (1.98; 3.44)
DIPPING 14 3.54 £0.49 (2.81; 4.27)

La tabella riporta la media + ds della carica microbica totale nei campioni trattati e non
(controllo=campione non trattato; US=campione trattato con ultrasuoni; US*DIPP=campione trattato
con ultrasuoni e dipping: DIPP=campione immerso nel dipping), misurata immediatamente dopo il
trattamento, e nei giorni 7 e 14 di conservazione.

Seguono DIPP e trattamento combinato US*DIPP. Il controllo, probabilmente anche
grazie alla minore esposizione ambientale (taglio e conservazione in busta) e quello
che presenta livelli significativamente minori (p < 0.05) rispetto agli altri campioni
(fig. 34).
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Interval Plot of CMT LOG ufc/g
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Fig. 34: Interval plot dei trattamenti nei diversi punti di controllo. A-C indicano differenze
statisticamente significative (p < 0.05) tra i trattamenti allo stesso tempo di controllo (ANOVA-Tukey).

Dopo 7 giorni di conservazione, i campioni trattati con US presentano livelli piu elevati
e significativamente (p < 0.05) differenti rispetto gli altri campioni, che non mostrano
alcuna differenza tra loro. Tuttavia, & possibile notare come il campione non trattato
abbia raggiunto i livelli dei campioni trattati con DIPP o con US*DIPP. La situazione
rimane invariata dopo 14 giorni di conservazione. Il campione a ultrasuoni presenza

una carica microbica totale di 10° UFC/g, ai limiti di accettabilita del prodotto.

L’ANOVA fattoriale a due vie ci restituisce, invece, altre informazioni. Innanzitutto,

sia il fattore US che I’interazione US*DIPP risultano significativi.

Tab. 22 Analisi della varianza per la risposta carica microbica totale dopo il trattamento.

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Model 3 127855 4.2618 19.51 0.000
Linear 2 25688 1.2844 5.88 0.027
us 1 25619 25619 11.73 0.009
DIPP 1 0.0069 0.0069 0.03 0.864
2-Way Interactions 1 10.2167 10.2167 46.77 0.000
US*DIPP 1 10.2167 10.2167 46.77 0.000
Error 8 17476 0.2184
Total 11 14.5331

US=Ultrasuoni; DIPP=Dipping; US*DIPP=Ultrasuoni piu dipping. p-value < 0.05 denota un effetto
principale o una interazione statisticamente significativa dei fattori di processo.
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Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is CMT LOG ufc/g: a = 0,05)
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Fig. 35 Grafico di Pareto dei principali effetti e delle interazioni della risposta carica microbica totale
nel campione dopo il trattamento.

Immediatamente dopo il trattamento, I’interazione tra i trattamenti e gli ultrasuoni ha
un effetto sulla carica microbica totale. La direzione dell’effetto si evince dall’analisi

degli effetti e dei coefficienti (tab. 23 e fig. 36).

Tab. 23: Effetti stimati e coefficienti per la risposta carica microbica totale dopo il trattamento.

Term Effect Coef SE Coef T-Value P-Value VIF
Constant 2.520 0.135 18.68 0.000

us 0924 0462 0.135 342 0.009 1.00
DIPP -0.048 -0.024 0.135 -0.18 0.864 1.00
US*DIPP -1.845 -0.923 0.135 -6.84 0.000 1.00

Il segno che precede i valori in colonna “Effect” indica la direzione dell’effetto: — significa che in
presenza del fattore la variabile dipendente diminuisce, + che in presenza del fattore la variabile
aumenta. p < 0.05 indica che I’effetto principale o I’interazione sono statisticamente significativi.

La presenza degli US stimola la risposta a livello. Questo effetto stimolante degli
ultrasuoni € gia stato evidenziato in vari studi quando la potenza (W) e il tempo di

esposizione sono insufficienti per inibire la crescita (Hang et al., 2017).
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Normal Plot of the Standardized Effects
(response is CMT LOG ufc/g; a = 0,05)
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Fig. 36: Normal probability plot degli effetti standardizzati per la risposta carica microbica totale dopo
il trattamento.

L’interazione significativa tra i fattori e il tipo di relazione si evince nel relativo grafico
(fig. 37). Si evidenzia, infatti, un’interazione di tipo antagonistico. Entrambi i fattori
condizionano la variabile di risposta nella stessa direzione ma uno dei due é associato
all’aumento della CMT solo quando 1’altro fattore ¢ assente. Questo comporta che la

combinazione dei due fattori US*DIPP, in questo caso, abbassa i livelli di CMT.

Interaction Plot for CMT LOG ufc/g
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Fig. 37: Interaction plot dei fattori per la risposta carica microbica totale dopo il trattamento.
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La presenza del DIPP, in sostituzione della mera acqua distillata ha, quindi, un effetto
positivo sul trattamento. La causa potrebbe risiedere nella capacita di inibizione della
crescita microbica dovuta all'effetto combinato di calcio e acido ascorbico. Studi
recenti, infatti, mostrano che il CC ha un effetto inibitorio sulla crescita microbica
(Rajamma et al., 2021).

Dopo 14 giorni di conservazione, gli US, DIPP e US*DIPP presentano ancora un
effetto significativo (tab. 24 e fig.38).

Tab. 24: Analisi della varianza per la risposta carica microbica totale dopo 14 giorni di conservazione.

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Model 3 24574 81913 27.13 0.000
Linear 2 15422 7.7112 25.54 0.000
us 1 2538 25379 8.41 0.020
DIPP 1 12.885 12.8845 42.67 0.000
2-Way Interactions 1 9152 9.1515 30.31 0.001
US*DIPP 1 9152 9.1515 30.31 0.001
Error 8 2415 0.3019
Total 11 26.989

US=Ultrasuoni; DIPP=Dipping; US*DIPP=Ultrasuoni piu dipping. p-value < 0.05 denota un effetto
principale o una interazione statisticamente significativa dei fattori di processo.

Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is CMT_14 LOG ufc/g: o = 0,05)
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Fig. 38: Grafico di Pareto dei principali effetti e delle interazioni della risposta carica microbica totale
nel campione dopo 14 giorno di conservazione.

Gli ultrasuoni influiscono positivamente sulla variabile. Il DIPP, invece, diminuisce la

risposta.
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Tab. 25; Effetti stimati e coefficienti per la risposta carica microbica totale dopo 14 giorni di
conservazione.

Term Effect Coef SE Coef T-Value P-Value VIF
Constant 4.164 0.159 26.25 0.000

us 0.920 0.460 0.159 2.90 0.020 1.00
DIPP -2.072 -1.036 0.159 -6.53 0.000 1.00
US*DIPP -1.747 -0.873 0.159 -5.51 0.001 1.00

Il segno che precede i valori in colonna “Effect” indica la direzione dell’effetto: — significa che in
presenza del fattore la variabile dipendente diminuisce, + che in presenza del fattore la variabile
aumenta. p < 0.05 indica che I’effetto principale o I’interazione sono statisticamente significativi.

Normal Plot of the Standardized Effects
(response is CMT_14 LOG ufc/g; o = 0,05)
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Fig.39: Normal probability plot degli effetti standardizzati per la risposta carica microbica totale dopo
14 giorni di conservazione.

I1 grafico dell’interazione (fig. 40) mostra un’interazione statisticamente significativa
tra i due fattori. Il DIPP presenta un effetto buffering sugli ultrasuoni e viceversa. La
combinazione dei trattamenti determina la piu bassa conta microbica totale dopo 14
giorni di conservazione (10? UFC/g), in linea con i valori prescritti dalla legge.
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Interaction Plot for CMT_14 LOG ufc/g
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Fig. 40: Interaction plot dei fattori per la risposta carica microbica totale dopo 14 giorni di
conservazione.

3.3. Conclusioni

L’uso degli ultrasuoni e del dipping, dopo 14 giorni di conservazione di mela Cripps
Pink di IV gamma, ha evidenziato sia effetti positivi che negativi sulle caratteristiche
di qualita e di sicurezza. In particolare, I’analisi statistica fattoriale ha mostrato un
effetto sinergico nell’abbassamento dei valori dell’indice di imbrunimento
accompagnato da una interazione antagonistica sull’enzima della polifenolossidasi che
ne ha limitato fortemente 1’attivita. Si € registrata una netta e significativa riduzione
della conta microbica totale fin dal post- trattamento e dopo 14 giorni. Dall’altra parte
il combinato US*DIPP non riesce a restituire una mela con una resistenza alla
compressione superiore al trattamento con solo dipping, sebbene quest’ultimo limiti
fortemente 1’effetto negativo indotto dalla cavitazione e dalla formazione di
microcanali. Purtroppo, la combinazione dei due fattori ha comportato una netta
riduzione del contenuto in acido ascorbico nella mela. L applicazione in soluzione di
2% di acido ascorbico non e servita a tamponare le perdite. Restano da chiarire quali
sono i meccanismi chimici alla base di questa perdita, che avviene gia durante

I’esecuzione del trattamento, al fine di trovare eventuali soluzioni alternative.
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4. ESPERIMENTO II: EFFETTI DEGLI ULTRASUONI E DEL DIPPING
SULLE CARATTERISTICHE DI QUALITA’ DI GRANNY SMITH CV DI
IV GAMMA

L’esperimento precedente ha mostrato 1’efficacia della combinazione degli ultrasuoni
e del dipping su attributi di qualita, quali colore, conta microbica totale, resistenza alla
compressione, contenuto in acido ascorbico e attivita della polifenolossidasi. Tuttavia,
I parametri di processo erano fissi (potenza 100 W, temperatura 25° C, tempo di
esposizione 10 minuti) e il dipping utilizzato era dato costituito dalla miscela di due
additivi in soluzione (acido ascorbico al 2 % e cloruro di calcio all’1 %). Questo ha
permesso di indagare il differente impatto tra un’applicazione tradizionale (dipping) e
una innovativa (ultrasuoni) ma non ha restituito informazioni sugli effetti e I’impatto
dei fattori di modulazione degli ultrasuoni e dei singoli additivi, presi. In letteratura
sono riportati tentativi di definizione dei parametri del processo a ultrasuoni su frutta
minimamente processata. per misurare gli effetti sul colore e la consistenza modulando
parte dei fattori di processo o testando a fattori fissi. Per esempio, le ciliegie trattate a
33 kHz, 60 W, per 10/20/30/40/60 minuti presentavano AE aumentato quando il
trattamento era >30 minuti. Il trattamento di 20 min, invece, é stato il piu efficace per
mantenere la brillantezza del colore rosso per 15 giorni. Si € registrata, invece, una
diminuzione significativa della compattezza quando i campioni sono stati trattati per
piu di 20 minuti (Muzaffar et al., 2016). Non si rilevano, tuttavia, studi fattoriali per
indagare le eventuali interazioni tra i parametri di processo. Pertanto, si é ritenuto
necessario, grazie alla disponibilita degli impianti e dei laboratori dell’ Institute of Food
Engineering Food UPV (Universitat Politécnica de Valencia), testare parametri di
processo ed effetto dei singoli additivi sui campioni di mela di IV gamma. Nel
dettaglio: potenza, tempo di esposizione, temperatura del mezzo in cui sono stati
immersi i campioni, acido ascorbico e cloruro di calcio separatamente e in

combinazione.

4.1. Materiali e metodi

4.1.1. Preparazione dei campioni

Le mele Granny Smith cv. sono state acquistate in un supermercato locale a Valencia.

L'acido L-ascorbico (AsA) e cloruro di calcio (CC) sono stati acquistati da Scharlab
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(Spain). Le mele intere sono state lavate e tagliate con un coltello di acciaio inox in
dischi di circa 1,5 cm di spessore. Il nucleo centrale e stato rimosso utilizzando un
levatorsoli in acciaio inossidabile. Per ogni mela sono stati realizzati 3 dischi, che sono
stati poi divisi in 4-5 pezzi di forma triangolare. 1 circa 15 pezzi per mela sono stati
utilizzati per essere sottoposti allo stesso trattamento e per effettuare le analisi di
controllo del colore nel tempo. | campioni di mela sono stati immersi in un bagno a
ultrasuoni (ATM 12L, ATU, Paterna, Valencia) con acqua deinonizzata in
presenza/assenza di CC a AsA a una potenza di 200 W e 400 W, per 5 0 10 minuti di
trattamento e alla temperatura di 4° C e 25° C, variabile secondo il design sperimentale,
alla frequenza fissa di 24 kHz. Per mantenere la temperatura ai livelli prestabiliti
all’interno del bagno a ultrasuoni € stata introdotta una sonda per la misurazione della
temperatura e un sistema di ricircolo automatico della acqua a temperatura controllata,
secondo i parametri impostati, con oscillazione di temperature variabile in base ai
parametri di esperimento di £ 1° C. Sono state preparate tre ripetizioni per ciascun
gruppo. Dopo i trattamenti, i campioni di mele appena tagliate sono stati asciugati con
un tovagliolo di carta e confezionati in sacchetti di polietilene, etichettati correttamente

e conservati in condizioni di conservazione a temperatura di 4° C + 0.5 per 14 giorni.
4.1.2. Design sperimentale

L’esperimento ¢ un multifattoriale completo a 5 fattori e 2 livelli (2/°5) (Tab. 25) per
un totale di 32 prove sperimentali. | campioni di ogni mela sono stati sottoposti a ogni
trattamento in maniera randomizzata. | fattori di processo di un bagno dotato di
ultrasuoni sono suddivisi in fattori intrinseci (potenza degli ultrasuoni) ed estrinseci:
temperatura, tempo di esposizione agli ultrasuoni, presenza/assenza cloruro di calcio,
presenza/assenza acido ascorbico. La frequenza degli ultrasuoni e stata mantenuta fissa
a 24 kHz. La potenza espressa e stata di 200 W e 400 W a livello piu alto.
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Tab. 25: Design sperimentale a cinque fattori e due livelli.

StdOrder | RunOr= > | CenterPt | Blocks P Time_Ex T cc AshA

1 25 1 1 1 200 5 4 YES YES
2 29 2 1 1 200 5 25 YES YES
3 ] 3 1 1 400 5 25 MO o]
4 27 4 1 1 200 10 4 YES YES
5 2 5 1 1 400 5 4 NO MO
[ 22 [ 1 1 400 5 25 NO YES
7 8 7 1 1 400 10 25 NO MO
8 1 B 1 1 200 5 4 NO MO
) 12 9 1 1 400 10 4 YES MO
10 19 10 1 1 200 10 4 NO YES
n 13 11 1 1 200 5 25 YES MO
12 10 12 1 1 400 5 4 YES MO
13 21 13 1 1 200 5 25 MO YES
14 11 14 1 1 200 10 4 YES MO
15 9 15 1 1 200 5 4 YES MO
16 17 16 1 1 200 5 4 MO YES
17 18 17 1 1 400 5 4 MO YES
18 23 18 1 1 200 10 25 MNO YES
19 3 19 1 1 200 10 4 MNO o]
20 32 20 1 1 400 10 25 YES YES
21 24 21 1 1 400 10 25 NO YES
22 4 22 1 1 400 10 4 NO MO
23 16 23 1 1 400 10 25 YES MO
24 20 24 1 1 400 10 4 NO YES
25 15 25 1 1 200 10 25 YES MO
26 28 26 1 1 400 10 4 YES YES
27 7 27 1 1 200 10 25 MO MO
28 30 28 1 1 400 5 25 YES YES
29 26 29 1 1 400 5 4 YES YES
30 5 30 1 1 200 5 25 MNO MO
3 14 31 1 1 400 5 25 YES o]
32 31 32 1 1 200 10 25 YES YES

La tabella riporta i 32 trattamenti effettuati con le combinazioni di tutti i livelli dei seguenti fattori di
processo: P= potenza; TimEx= tempo di esposizione agli ultrasuoni; T= temperatura della soluzione;
AsA =acido ascorbico in soluzione al 2 %; CC= cloruro di calcio in soluzione all’1%

4.1.3. Determinazione dell’indice di imbrunimento

Il colore della superficie delle mele appena tagliate é stato misurato utilizzando un
Minolta Chromameter (CM — 2500d, Konica Minolta, Tokyo, Japan). dotato di
illuminante D65 e un'area di misurazione di 10 mm nella scala cromatica CIE L* a*
b*. Il colorimetro é stato calibrato utilizzando una piastra standard bianca. Le variabili

di colore, tra cui L* (chiaro/scuro), a* (rosso/verde) e b* (giallo/blu) nella scala
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cromatica Hunter Lab (Hunter Lab, 1996), sono state misurate su ciascun campione di
mela. | risultati sono stati espressi come valore medio di tre ripetizioni, ciascuna
composta da due misurazioni in cui i parametri sono stati valutati in due posizioni.
L'indice di imbrunimento (BI) e stato calcolato utilizzando la seguente equazione
(Pathare et al., 2013):

_ [100(x-0.31)] _ (a*+1.75L%) ?)

BI =
0.17 (5.645L*+ a*—3.012b%)

L'aspetto visivo delle fette cambia durante la conservazione ed e stato monitorato
tramite foto (Fig. 51).

4.1.4. Determinazione della resistenza alla compressione

| test di compressione sono stati condotti utilizzando una macchina per prove
meccaniche universali (TA.XT2i, Stable Micro Systems, UK) con una capacita di
carico di 2 kKN e una sonda di compressione cilindrica di 6 mm di diametro. Ogni
singolo campione di mela (tre ripetizioni) é stato caricato nella piastra della macchina
e compresso. | test di compressione sono stati eseguiti a temperatura ambiente (23 °C)
alle seguenti condizioni: una velocita di prova di 10 mm/min. L'acquisizione dei dati
per questi profili testuali e stata eseguita utilizzando il software fornito con la
macchina. Il parametro valutato € la resistenza alla compressione, misurata con la

massima risposta di forza in Newton (N).
4.1.5. Analisi statistica

L’analisi degli effetti (ANOVA a due vie) ¢ stata condotta come Vieria et al. 2020. Per
valutare gli effetti dei fattori sono stati utilizzati: il grafico normale degli effetti
standardizzati, e i grafici delle interazioni. 1l grafico normale rappresenta graficamente
la direzione e I'entita degli effetti. Nel grafico normale degli effetti standardizzati, gli
effetti e le interazioni con coefficienti negativi (segni negativi) sono nella regione
inferiore al 50%, mentre i fattori e le interazioni con coefficienti positivi (segni
positivi) sono nella regione superiore al 50%. Tutti gli effetti principali e le interazioni
non significativi giacciono sulla linea retta (la linea centrale che attraversa il valore
zero sull'asse x al 50% di probabilita). Quelli considerati significativi nella risposta

sono distanziati dalla linea retta. 1 segni positivi degli effetti principali indicano un

64



aumento delle variabili, viceversa una riduzione. Sul grafico di Pareto gli effetti
superiori a 2.31 (p = 0.05), situati a destra della linea di demarcazione, sono
significativi. | valori standardizzati assoluti degli effetti di ciascun fattore e delle
interazioni corrispondono al test t di Student calcolato per ciascuna variabile
indipendente. Il grafico delle interazioni é utile a mostrare come la relazione tra un
fattore categoriale e una variabile dipendente continua dipenda dal valore del secondo
fattore categoriale (Mccabe et al., 2018). Questo grafico mostra le medie per i livelli
di un fattore sull'asse x e una linea separata per ogni livello di un altro fattore. E stata,
infine, condotta un’analisi dei residui per testare la correttezza del modello. I dati sono
stati elaborati utilizzando il software Minitab® 19, Minitab Inc., State College,
Pennsylvania, USA, i grafici delle interazioni a tre o piu vie con SPSS 21 software
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

4.2. Risultati

4.2.1. Indice di imbrunimento dopo 14 giorni di conservazione

Nella tabella 26 (in grassetto sono evidenziati i fattori con effetto significativo sulla

variabile di risposta) sono riportati i risultati dell’analisi fattoriale.

Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is Bl 14; a = 0,05)
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Fig. 41: Grafico di Pareto dei principali effetti e delle interazioni della risposta indice di imbrunimento
nel campione dopo 14 giorni di conservazione.
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Solo quattro fattori di processo principali sono significativi (p < 0.05): potenza,
temperatura, tempo di esposizione e cloruro di calcio. La presenza/assenza di acido
ascorbico non ha un impatto significativo sul campione. La temperatura e la potenza a
livello superiore (25°C e 400 W), e la presenza di cloruro di calcio diminuiscono
I’indice di imbrunimento. Al contrario, un maggiore tempo di esposizione (10 minuti)
aumenta la risposta della variabile dipendente (fig. 41 grafico di Pareto e fig. 42 normal
plot degli effetti standardizzati) influendo negativamente sull’obiettivo finale che
consiste nel limitare I’aumento di BI.

Tab. 26 Effetti stimati e coefficienti per la risposta indice di imbrunimento dopo 14 giorni di
conservazione-

Term Effect Coef SE Coef T-Value P-Value VIF
Constant 49.93 1.00 49.84 0.000

Time_Ex 514 257 1.00 2.57 0.013 1.00
T -14.66 -7.33 1.00 -7.31 0.000 1.00
P -11.77 -5.88 1.00 -5.87 0.000 1.00
AsA 317 1.58 1.00 1.58 0.118 1.00
cC -20.48 -10.24 1.00 -10.22 0.000 1.00
Time_Ex*T -371 -1.85 1.00 -1.85 0.069 1.00
Time_Ex*P 296 148 1.00 148 0.144 1.00
Time_Ex*AsA -3.57 -1.78 1.00 -1.78 0.079 1.00
Time_Ex*CC -771 -3.85 1.00 -3.85 0.000 1.00
T*P 0.00 0.00 1.00 0.00 0.998 1.00
T*AsA -898 -4.49 1.00 -4.48 0.000 1.00
T*CC 589 295 1.00 2.94 0.004 1.00
P*AsA -217  -1.09 1.00 -1.08 0.282 1.00
P*CC 0.80 040 1.00 0.40 0.691 1.00
AsA*CC 435 218 1.00 217 0.033 1.00
Time_Ex*T*P 0.07 004 1.00 0.04 0.972 1.00
Time_Ex*T*AsA 763  3.81 1.00 3.81 0.000 1.00
Time_Ex*T*CC 587 294 1.00 2.93 0.005 1.00
Time_Ex*P*AsA -1.30 -0.65 1.00 -0.65 0.518 1.00
Time_Ex*P*CC -0.74 -0.37 1.00 -0.37 0.712 1.00
Time_Ex*AsA*CC 140 070 1.00 0.70 0.486 1.00
T*P*AsA 753 377 1.00 376 0.000 1.00
T*P*CC 542 271 1.00 2.70 0.009 1.00
T*AsA*CC -1.88 -0.94 1.00 -0.94 0.352 1.00
P*AsA*CC -557 -2.79 1.00 -2.78 0.007 1.00
Time_Ex*T*P*AsA -4.00 -2.00 1.00 -2.00 0.050 1.00
Time_Ex*T*AsA*CC| -510 -2.55 1.00 -2.55 0.013 1.00

P= potenza (W); TimEx= tempo di esposizione agli ultrasuoni in minuti; T=temperatura del mezzo in
gradi Celsius; AsA= acido ascorbico in soluzione; CC= cloruro di calcio in soluzione. p-value < 0.05
denota un effetto principale o una interazione statisticamente significativa dei fattori di processo. Il
segno che precede i valori in colonna “Effect” indica la direzione dell’effetto: — significa che in presenza
del fattore la variabile dipendente diminuisce, + che in presenza del fattore la variabile aumenta.
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Fig. 42: Normal probability plot degli effetti standardizzati per la indice di imbrunimento dopo 14 giorni

di conservazione.

La presenza di interazioni a livelli piu elevati ci ha spinto ad approfondire 1’analisi per

determinare come i fattori si influenzino tra di loro.

4.2.1.1. Analisi fattoriale a due vie

Il grafico delle interazioni (fig. 43) presenta diversi effetti di interazione tra i fattori.
Tuttavia, € necessario adottare una strategia from bottom to up concentrandosi
inizialmente solo sull’analisi delle interazioni risultati significative, a due livelli (tab.
26) per poi proseguire con le interazioni a livello successivo. L’interazione T*AsA (p
< 0.05) evidenza come 1’ AsA, non significativo a livello di effetto principale, riesce,
interagendo con la temperatura a livello piu elevato di 25° C ad intensificare 1’effetto
di diminuzione della risposta Bl o ad aumentarla nel caso in cui la temperatura sia
mantenuta a 4° C. Il CC interagisce in maniera significativa con la temperatura, il
tempo di esposizione e 1’acido ascorbico. Nel primo caso, la presenza di CC in
soluzione potenzia gli effetti della temperatura a prescindere dal livello (4 o 25° C),

abbassando in maniera significativa la variabile, l1a dove I’interazione T*AsA era
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efficace solo al livello piu alto di temperatura. 1l tempo di esposizione piu elevato, 10
minuti, ha un effetto positivo di incremento sulla variabile. Tuttavia, in presenza del
CC, si evidenzia un effetto buffering e, in maniera statisticamente significativa (p <
0.05) la risposta della variabile Bl diminuisce notevolmente, tale che un trattamento a
10 minuti con CC in soluzione & piu efficace di uno a 5 minuti. Di fatto, il fattore

TimeEX inverte la tendenza mostrata come fattore singolo di processo.
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Fig. 43: Interaction plot dei fattori per la risposta indice di imbrunimento dopo 14 giorni di
conservazione.

| dati dimostrano che la presenza/assenza di acido ascorbico non ha efficacia sul
processo. Se, tuttavia, 1’acido ascorbico € combinato con 1% di cloruro di calcio i

valori di Bl risultano notevolmente e significativamente piu bassi.
4.2.1.2. Analisi fattoriale a tre vie

L’analisi delle interazioni a tre vie, che risultano statisticamente significative, ci
consente di esplorare cambiamenti tra i fattori a un livello superiore. Le interazioni

significative a questo livello sono cinque. Vediamole nel dettaglio.
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Fig. 44: Grafico di interazione a tre vie TIMEX*T*AsA (tempo di esposizione*temperatura*acido
ascorbico).

La prima interazione significativa (p < 0.000) riguarda il tempo di esposizione agli
ultrasuoni, I’acido ascorbico e la temperatura. Nell’interazione a due vie, la presenza
di AsA in combinazione con una temperatura di processo di 25°C restituiva un Bl piu
basso e determinava, invece, un incremento della risposta a 4° C a prescindere dal
tempo di esecuzione del processo. Dall’analisi del grafico (fig. 44) emerge che per
TimEX*T*AsA I’interazione consiste nel fatto che alla temperatura di 4° C la presenza
di acido ascorbico peggiora la risposta a 5 minuti laddove, come effetto principale, un

tempo di esposizione minore di 5 minuti, era piu favorevole.

La seconda interazione significativa (p < 0.005) riguarda il CC, la temperatura e il
tempo di esposizione. L’analisi a due vie CC*T evidenziava un effetto sinergico di
potenziamento sulla risposta Bl in presenza di cloruro di calcio, in entrambi i livelli
della temperatura di processo. La presenza di cloruro di calcio in soluzione rallenta, di
fatto, I’imbrunimento della mela. Dal grafico di interazione a tre vie (fig. 45), possiamo
notare come il CC e la temperatura a 25° C abbiano un effetto buffering sul tempo di
processo a livello piu alto (10 minuti) e come questa combinazione sia ancora piu

evidente a una temperatura di processo a livello piu basso (4° C).
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Fig. 45 Grafico di interazione a tre vie TIMEx*T*CC (tempo di esposizione*temperatura*cloruro di

calcio).

La terza interazione significativa (p < 0.009) é data da temperatura, cloruro di calcio e
potenza di processo. Le interazioni T*P e P*CC non risultavano significative al
secondo livello. Tuttavia, nell’interazione P*T*CC (fig. 46) emerge che in assenza di
cloruro di calcio in soluzione & piu opportuno aumentare la potenza a 400 W per
registrare un calo significativo del Bl a 25° C. Calo dell’indice di imbrunimento che
non avviene se la potenza € mantenuta a 200 W. Un processo, inoltre, condotto a 400
W, 25° C di temperatura e in presenza di cloruro di calcio in soluzione risulta piu

efficace per il raggiungimento dell’obiettivo.
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Fig. 46: Grafico di interazione a tre vie P*T*CC (potenza*temperatura*cloruro di calcio).

Nell’interazione tra T*AsA*P (fig. 47) si verifica quello che gia era stato evidenziato
nelle precedenti interazioni con 1’acido ascorbico. AsA ha un effetto sinergico con T

di incremento della risposta a 4° C.
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Fig. 47: Grafico di interazione a tre vie P*T*AsA (potenza*temperatura*acido ascorbico).
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L’analisi del grafico di interazione a tre vie mostra come I’utilizzo di una potenza piu
elevata, a 400 W riesca a tamponare 1’effetto negativo dell’AsA a 4° C, laddove 200
W di potenza non sembrano sufficienti. Questo esito € in linea anche con la precedente
interazione tra potenza e cloruro di calcio. Resta, infine, da analizzare 1’ultima
interazione significativa (p <0.007) tra AsA, CC e P. Dal grafico dell’interazione (fig.
48) si nota un effetto buffering tra i due additivi. La compresenza in soluzione
dell’AsA con CC a 200 W aumenta la risposta della variabile BI rispetto al solo uso di
cloruro di calcio. Al contrario, non si notano differenze in caso di presenza/assenza

AsA a un livello di potenza superiore (400 W).
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Fig. 48: Grafico di interazione a tre vie P*CC*AsA (potenza*cloruro di calcio*acido ascorbico).
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4.2.1.3. Analisi fattoriale a quattro vie

Le analisi precedenti erano prodromiche alla comprensione dell’interazione piu
complessa a 4 vie. Quest’ultima ha restituito 2 interazioni significative:
T*TIimExX*AsA*CC (p <0.013) e T*P*TimEx*AsA (= 0.05). Nel primo caso (fig. 49)
si riconferma quanto emerso dalle analisi ai livelli inferiori: I’effetto positivo del CC
al livello piu alto di temperatura (25° C) sulla variabile di risposta con 1’attenuazione
anche dell’effetto principale negativo del tempo di esposizione a 10 minuti. L’acido
ascorbico presenta ancora un effetto opposto al cloruro di calcio. Se presente in
soluzione incrementa la variabile di risposta a 4° C e il suo effetto & attenuato solo nel

trattamento combinato con CC.
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Fig. 49: Grafico di interazione a quattro vie T*TImEX*ASA*CC (temperatura*tempo di
esposizione*acido ascobico*cloruro di calcio).

I trattamenti piu efficaci per 1’obiettivo risultano quelli condotti a 25° C, con la
presenza di CC, o in combinazione con AsA, indipendentemente dal tempo di

esposizione agli ultrasuoni dei campioni di mela.
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In merito alla seconda interazione significativa T*P*TImEx*AsA, emerge
nuovamente ’effetto negativo della presenza di AsA ai fini del processo ai livelli piu
bassi di potenza, temperatura e tempo di esposizione. A 200 w e 4° C in assenza di
AsA si ottengono esiti piu favorevoli. E indubbio che il livello di potenza pil elevato

riesca ad attenuare I’effetto negativo dell’acido ascorbico in soluzione a basse

temperature.
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Fig. 50: Grafico di interazione a quattro vie T*TimEx*AsA*P (temperatura*tempo di
esposizione*acido ascorbico* cloruro di calcio)

Il processo condotto a 25° C, 400 W per 10 minuti € quello che risulta piu efficace sia
in assenza che in presenza di acido ascorbico. Tuttavia, la combinazione con il CC
attenua gli effetti negativi dell’ AsA sul processo. L’analisi visiva (fig. 51) conferma
gli esiti dell’analisi statistica. Le mele dopo 14 giorni di conservazione a temperatura
di 4°C restituiscono i migliori esiti se trattate a 25° C in presenza di CC, da solo e,
soprattutto, in combinazione con AsA, a una potenza di 400 W, sia a 5 che a 10 minuti
di tempo di esposizione. Le mele, invece, trattate con solo o senza acido ascorbico, e

in assenza di cloruro di calcio, restituiscono la doratura superficiale piu elevata.
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Fig. 50: Repertorio fotografico di un gruppo di repliche dei campioni, fotografati a 14 giorni di conservazione.
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La necessita di aumentare la potenza a 400 W nelle mele trattate a 4° C potrebbe
trovare spiegazione nella maggiore densita del mezzo (acqua distillata e acqua con
presenza/assenza di acido ascorbico e presenza/assenza di cloruro di calcio) a tale
temperatura. La densita del liquido e, infatti, in proporzione diretta all’impedenza (Z).
Un aumento della densita provoca una attenuazione della potenza degli ultrasuoni
come emerge dall’equazione (1), in quanto influenza la propagazione delle onde nel
mezzo e la loro efficacia. Pertanto, in caso di applicazioni a 4° C di temperatura e
consigliabile utilizzare una potenza (W) maggiore. I risultati offrono nuova prospettiva
sull’esperimento precedente. Innanzitutto, emerge che il cloruro di calcio ha una
magnitudine maggiore nel condizionare e ridurre 1’effetto dell’imbrunimento nella
mela. Tale effetto era gia stato evidenziato in gia citato lavoro sul frutto della giuggiola
(Zhi etal., 2017). 11 cloruro di calcio combinato con gli ultrasuoni all’1 % in soluzione
e con parametri di processo simili (350 W di potenza, 10 minuti di esposizione e 20°
C), hamostrato una diminuzione nella cinetica di cambiamento del colore. Ci saremmo
aspettati, tuttavia, che il ruolo principale nel rallentare la degradazione del colore fosse
svolte dall’acido ascorbico, come riportato in letteratura da Jang et al., 2009. Tuttavia,
appare impossibile fare il confronto perché lo studio si limita a riportare solo la
frequenza di 40 kHz e nulla riferisce in merito agli altri parametri fondamentali di

processo. L’acido ascorbico, inoltre, ¢ utilizzato in concentrazione minore dell’1 %.
4.3. Resistenza alla compressione dopo 14 giorni di conservazione

Nella tabella 27 (in grassetto sono evidenziati i fattori con effetto significativo sulla
variabile di risposta) sono riportati i risultati dell’analisi fattoriale per la resistenza alla
compressione dopo 14 giorni di conservazione a 4° C. Solo due fattori di processo
mostrano effetti significativi (p <0.05): la potenza e il CC. La presenza di CC migliora
la resistenza alla compressione della mela (fig. 52 grafico di Pareto e fig. 53 normal
plot degli effetti standardizzati) come ampiamente riportato in letteratura (Garcia &
Barrett, 2002; Zhi et al., 2017; Giacalone & Chiabrando, 2018).
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Tab. 27 Effetti stimati e coefficienti per la risposta indice di imbrunimento dopo 14 di conservazione

Term Effect Coef SE Coef T-Value P-Value VIF
Constant 21.614 0.294 73.41 0.000

Time_Ex -0459 -0.229 0.294 -0.78 0.438 1.00
T 0.123 0.062 0.294 0.21 0.834 1.00
P -2.110 -1.055 0.294 -3.58 0.001 1.00
AsA 0.678 0.339 0.294 1.15 0.253 1.00
CcC 1.217 0.608 0.294 2.07 0.042 1.00
T*P -1.626 -0.813 0.294 -2.76 0.007 1.00
P*AsA -1459 -0.730 0.294 -2.48 0.015 1.00

P= potenza (W); TimEx= tempo di esposizione agli ultrasuoni in minuti; T=temperatura del mezzo in
gradi Celsius; AsA= acido ascorbico in soluzione; CC= cloruro di calcio in soluzione. p-value < 0.05
denota un effetto principale o una interazione statisticamente significativa dei fattori di processo. Il
segno che precede i valori in colonna “Effect” indica la direzione dell’effetto: — significa che in presenza
del fattore la variabile dipendente diminuisce, + che in presenza del fattore la variabile aumenta.

Un livello piu elevato di potenza (400 W), invece, ha un effetto negativo e riduce la
resistenza della mela alla compressione, restituendo un campione di mela con

maggiore rammollimento.

Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is N_14; a = 0,05; only 30 effects shown)
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Fig. 52: Grafico di Pareto dei principali effetti e delle interazioni della risposta resistenza alla
compressione nel campione dopo 14 giorni di conservazione.
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Normal Plot of the Standardized Effects
(response is N_14; a = 0,05)
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Fig. 53: Normal probability plot degli effetti standardizzati per la resistenza alla compressione 14 giorni
dopo il trattamento

A livello superiore emergono solo interazioni a due vie significative. In particolare,
un’interazione tra temperatura e potenza e tra potenza e acido ascorbico. Nel primo
caso, I’analisi del grafico delle interazioni (fig. 54) mostra che la temperatura a livello
pit basso (4° C) non presenta valori diversi di resistenza alla compressione (N) in
relazione ai livelli di potenza. Se pero il processo € condotto a una temperatura di 25 °
C, la potenza di 400 W ha un effetto di buffering con conseguente riduzione della
risposta. 1 200 W sono piu adatti a ottenere un valore piu elevato di N in linea con gli
obiettivi di processo. Nel caso dell’ AsA, invece, la presenza a un livello di potenza piu
basso (200 W) rende la mela piu resistente alla compressione e incrementa la risposta
della variabile. Diversamente a 400 W abbassa la risposta della variabile resistenza
alla compressione.
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Fig. 54 Interaction plot dei fattori per la risposta indice di imbrunimento dopo 14 giorni di
conservazione.

Questi risultati sono in linea con i1 precedenti risultati sull’indice di imbrunimento.
Avevano, infatti, visto che il miglioramento del colore, conseguente a una probabile
disattivazione dell’enzima della polifenolossidasi, richiedevano temperature piu alte
(25° C) o potenze piu elevate (400 W) e che la presenza dell’acido ascorbico in
soluzione, attenuava gli effetti negativi degli ultrasuoni. In questo caso, a causa
dell’effetto cavitazione e dai danni provocati dalla formazione dei microcanali sulla
struttura, appare evidente che un trattamento piu blando favorisca un esito migliore.
Pertanto, temperature e potenza meno elevate e la presenza di acido ascorbico in
soluzione, nonché di cloruro di calcio (che ricordiamo ha un effetto principale
significativo che si somma agli effetti semplici delle interazioni a due vie), rendono le

mele piu resistenti alla compressione dopo 14 giorni di conservazione.

79



5. CONCLUSIONI

Gli esperimenti effettuati dimostrano 1’efficacia degli ultrasuoni combinati con un
metodo tradizionale, quale il dipping di acido ascorbico al 2% e cloruro di calcio al
1% in soluzione, su caratteristiche di qualita della mela di IV gamma: colore, attivita
enzimatica e carica microbica totale. Tuttavia, i risultati lontani dagli obiettivi, quali il
mantenimento della consistenza della texture nel tempo e la riduzione, gia post
trattamento, del contenuto di acido ascorbico, richiedono un approfondimento delle
relazioni tra i fattori di processo al fine di stabilire una combinazione di parametri
ottimale. Il secondo esperimento ha mostrato che la modulazione dei fattori potenza
(W), temperatura (T), tempo di esposizione (TimEX) dei campioni agli ultrasuoni e
complessa se posta in relazione anche alla presenza di additivi in soluzione. Il cloruro
di calcio ha confermato il suo ruolo nel mantenimento della texture del frutto,
attraverso un aumento della sua resistenza alla compressione, in combinazione
soprattutto all’acido ascorbico, il cui ruolo, pero, € stato di agente attenuante degli
effetti negativi degli ultrasuoni a potenza di emissione pari a 400 W. 1l cloruro di calcio
si conferma, inoltre, un additivo efficace per il rallentamento della cinetica di
imbrunimento della mela. Diversamente 1’acido ascorbico non ha restituito buoni
risultati in termine di colore se non in combinazione al cloruro di calcio. E interessante
il fatto che il processo condotto a una temperatura ambiente abbia dato esiti favorevoli
anche dal punto di vista microbiologico. Questo riduce potenzialmente 1’impatto
ambientale e i costi di processo, laddove non é richiesta una preventiva refrigerazione
dell’acqua prima di effettuare il lavaggio e il dipping (attualmente il processo &
condotto a circa 2° C). La riduzione del contenuto di acido ascorbico endogeno ed
esogeno nel processo combinato US*DIPP, dimostra che € necessario indagare
ulteriori combinazioni a differenti percentuali in soluzione di acido ascorbico per
ridurre o contrastare le perdite (si potrebbe ipotizzare un aumento in soluzione, un
successivo dipping post trattamento US*DIPP, o un tempo di sosta in vasca post
trattamento). L’esperimento, inoltre, a 5 fattori e 2 livelli andrebbe riproposto per
misurare le altre variabili di risposta, oggetto di studio della prima fase sperimentale.
La variazione in contenuto di acido ascorbico richiede, inoltre, ulteriori
approfondimenti per meglio comprendere i meccanismi chimici, fisici o biochimici

che ne accelerano la degradazione. Gli ultrasuoni si confermano tecnologia
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promettente per la IV gamma ma di complessa regolazione, che richiede ulteriori studi
di approfondimento dei meccanismi e delle relazioni tra i molteplici parametri di

processo coinvolti.
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