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Stato dell’arte... o

» Mozzarella: 25% vendite del prodotti lattiero-caseari in
ltalia.

* | RTE come la mozzarella sono di particolare interesse
se considerassimo Listeria monocytogenes

» Formaggi freschi, compresa la mozzarella, possono
rappresentare un ambiente di crescita adatto per L.
monocytogenes.

» Diverse segnalazioni sono state emesse dal RASFF per
la presenza di L. monocytogenes in mozzarella nel
periodo 2010-2019 (7 casi, 2.in cui le cariche erano 130 e

1800 ufc/qg) ’




Stato dell’arte.... o
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Microorganismo
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post processo
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Obiettivo 4 |.

O Caratterizzazione microbiologica e fisico-chimica di

diversi brand di mozzarella sul mercato italiano
caratterizzati da diversi:

v’ latte di origine (latte di vacca o di bufala);

v metodi di acidificazione e aggiunta di acidi organici
(acidificazione diretta mediante aggiunta di acidi
organici o acidificazione microbica mediante crescita
di colture starter termofile).

O Valutazione del potenziale di crescita di L.
monocytogenes in mozzarella per stabilire I'influenza di
fattori microbiologici e chimici (in particolare, la
presenza di acidi organici)

P



Materiall e metodi — parte 1
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vaccine con vaccine con vaccine per bufaline
aggiunta di aggiunta di pizza (caglio
starter acidi organici microbico)
microbici (citrico)

Il peso dei campioni variava da 100 a 250 g, in forme di perle (2-3 g), ciliegie (7-8 g) o pezzi interi ’
(da 100 a 250 g). La durata commerciale dichiarata era compresa tra 25 e 35 giornia 4 ° C.



Materiall e metodi — parte 1 - |
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Acidil organici indissociatl .

Modeling and Predicting the Growth of Lactic Acid Bacteria in ; W
Lightly Preserved Seafood and Their Inhibiting Effect on = .
Listeria monocytogenes

OLE MEJLHOLM* Axn PAW DALGAARD i .
Development and validation of an extensive growth and growth boundary

Danish nsituie for Fisheres Rescarch, Depariment of Seafood Research. Technical Universty of Denmark. Sgilfts Plads, Buiding 221 maodel for psychrotolerant Lactobacillus spp. in seafood and meat products

eby, Denmark

Ole Mejlholm *, Paw Dalgaard
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Contents lists available at ScienceDirec

International Journal of Food Microbiology

journal homepage: www elsevie

New insights on Listeria monocytogenes growth in pressurised cooked ham: A W
piezo-stimulation effect enhanced by organic acids during storage s

v Dalgaard ,-Margarita Garriga , -Anna-Jofré"

L'effetto degli acidi organici e dei loro sali &€ stato ampiamente studiato e diversi
strumenti predittivi possono essere utilizzati per progettare prodotti che non
supportano la crescita del patogeno.

Le forme indissociate di alcuni acidi deboli diffondono liberamente attraverso la
membrana cellulare e si ionizzano nella cellula dando protoni che I'acidificano.

Su questa ipotesi si basa |'effetto degli acidi non dissociati come conservanti, effetto
noto da decenni.




Materiall e metodi — parte 2 - [

= Potenziale di crescita: 1 brand prodotto attraverso acidificazione
diretta. Peqggior scenario dal punto di vista chimico-fisico (pH
e acidi organici): maggiore probabilita di favorire la crescita di L.
monocytogenes

= 7 challenge test (tra 4 e 20°C), triplicato (21 curve di crescita
totali), da 8 a 17 sessioni di campionamento

= Mixture di 3 ceppi di L. monocytogenes (1 ATCC, 1 da outbreak, 1
da prodotto lattiero-caseario)

v'analisi microbiologiche (L.M + microflora)
v'analisi chimico-fisiche (pH, acidi organici)

~3 Log UFC/mL ’




Risultati- parte 1

Table 1. Physicochemical results obtained for 33 brands of mo;f.mraWM'\

Lactic acid Citrie acid Acetic acid
(water phase) water phase) (water phase
Moisture

content Mean Mean Mean
Brand (%) (mg/kg) S (mg/kg) S (mg/kg)

Cow milk with starter cultures
67.13 2 9280 32 6,835 169
70.65 1,183 a2 4,936 161
68,78 2,527 6,992 213 (
5.78 61.90 4,073 201 9,843 - 343
5 74-6.23 .0 6181 9050 <LOD 238 <LOD-20,815 ppm
c 3 5.8 66,52 2,553 <LOD 559
; 60.21 1,821 6,283 42 177
B0.02 2,499 7 5,561 5 206
65,68 2,954 3,347 266
59.46 1,087 10,060 207
. 59.86 1,349 ; 14,261 365
12 3.2 61.65 1,875 20,815 <LOG?
‘ow milk with eitric acid
A 65.88 31 ' 13,318 421
14 540 63.81 <LOD 1,409 <LOD
15 3 53.18 <LOD 1,287 914
16 SE 67.41 1,230 ; 9,734 525 267
7 5.43-6.43 5.7 62.15 4,955 38 10,976 265 317 0 1,287-13,318 ppm
53.83 <LOD 9,024 275 ]
19 5.4 67.17 122 : 11,333 i 459
20 3.4 62,70 175 7,803 97
‘ow milk for pizza
. 53.55 10,955 48! 20,502
22 3/8 <52% 19.34 14,700 30 20,195 351 .
23 560 10.96 14,677 . 28,435 254 A0
24 5.72-6.23 6.23 55.31 650 26,120 003 20,502-32,606 ppm
25 6.05 61.07 814 21,752 381 Ik
26 5.72 4847 14,312 25,293 207
6.48 63.84 2,970 : 32,606 221

Buffalo milk with microbial

98 5.32 65.30 1755 12,391 412 <LOD
29 5.47 65.00 \77: 80 10,800 422 <LOD
30 ) 5.33 62.37 1301 0 5.296 7 300 ZLOD
31 5.32-5.56 5.56 6577 1756 3 21173 524 LOD 1,930-21,173 ppm

32 5.42 62.15 5,782 10 1,930 237 647 13
33 5.37 61.65 1,647 39 8,339 306 <LOD

'LOQ = limit of quantification (722 mg/kg for citric acid, 52 mg/ke for lactic acid, and 157 mg/kg for acetic acid). LOD = limit of detection
(216 mg/kg for citric acid, 16 mg/kg for lactic acid, and 47 mg/kg for acetic acid).
LOQ = 152,




Risultati- parte 1

Wemmenhove et al. Table 3. Undissociated (UN) organic acid concentrations calenlated in mozzarella cheese samples
(2016) calcolate in UN lactic UN citric UM acctic
brodo in range di pH [temn acid (mM) acid (mM) acid (mM)
che includevano MIC

condizioni rilevanti Wemmenhove et al. (2016) 50+ 0.5 19.0 + 6.5 3.8+ 09
per formaggi stile Tirloni ot al. (2019) 51147 =04 5.8

Cheese sample

Dutch  (5.2-5.6) a 1 0.25 0.06 0.21
30°C 2 0.7 0.02 0.11
: .36 .08 (1.34

4 (.54 .11 (1,510

Tirloni et al. (2019) 0.15 0.00 0.20
Icolate in ricotta a .30 o 7
caico - 015 .04 (116
14°C .22 .04 .21
(.49 0.5 (.47
(1.66 .13 1.52
(.55 016 (1.54
(.05 .08 (.03
.02 (000G (1.29
(00 0.03 (1.0}
(.00 .00 [1.36
1Xir 0.05 .18
(L57 0.12 (.47
(.00 0.2 (1.0}
.04 (027 1.35
.01 .02 1.13
1.48 .23 1.16

- 0.24 1.94
038 Lo
' 0.10 (.39

(.06 .13 Gl
2,16 .31 2,60
(.08 0.07 017
.77 (.38 (100
1.27 0.24 (100
1.56 1 L (1.0
0.38 038 (1.0
1.72 RN 1.93
1.55 023 (100




Risultati- parte 1

Table 2. Main microflora (expressed in parentheses as log cfu/g) present at the beginning (T0) and end (T final; assigned by producer)
declared shelf life in 33 br of mozearella cheese

Brand T T final

Cow milk with starter cultures
1 Streptococei ), Pseudomonas spp. (=0 Pseudomonas spp. (=
Streptococei ) FPseudomonas spp.

Streptococei Streptococe | 3:“ - A TO Ia m|CrOﬂora

Streptocod | Streptococei 1

Lactobacilli . Streptococci §.|ilt'lc1h'«'|r'i'_|i ] naturale (LAB 0 Spoilage

Streptococei ([ lactobacilli | Streptococci . lnctobacilli

Streptococei (5] Streptococei (>8), lactobacilli (8), Pseudomonas come Pseudomonas ) era
. e \ )
spp. (=8)

Streptococei (>8], lactobacilli | Streptococct (28), lactobacilli (8), Pseudomonas g'é presente

Psewdormar ) )
Streptococ 1, lactobacilli | Streptococed (»8), lactobacilli (>8), Psewdomonas

Peewdom P o) spp. (=

Streptocod Psewdomonas spp. [ > -‘*'ITl.‘p'.ur'Ln:'f'j (=T7), lactobacilli ) Mozzare”a dl bUfaIa

Streptococe (- Streptococe
Streptococe lactobacilli Streptococci . lnctobacilli ), Psewdomonas Spo”age q IleV|t|
Peewdomonas 7)
v milk with citric acid
Lactobacilli (=5) Streptococel (7). lactobacilli

]Ls.ljll.'(;'l;ljl]t].:.iwf'('] l:. Psewdomonas spp. (>7) [;""f'll" o . Pseudomonas spp. (=7 EnterObaCte”aceae erano
Streptococci | 5}, lactobacilli ), Pseudomonas sem pre InferIOI‘I al ||m |te
Streptococci 1, Psewdomonas spp. (>5) ::(t:i: : 5l lactobacilli d| rl |evabl|lté. (2 |Og UfC/g)

Lactobacilli (=5) Lactobacilli |
Streptococe | . lactobacilli
Cow milk for pixea by
21 HITI.":'I'.U(-L,(-(-i | L- monocytogen es non e

P9 | =0 ] ococel [ lactobacilli

2 et (o1 | Streptocoest (+8) = mai stato rilevata in
' e Shreptoeocts (+0), Ictobaeil (>7) nessuno dei campioni
Streptocace (>5), \ Streplococci (6), lactobacilli (=7) analizzatia TO o T finale.

Streptococc ). LT 6), lactobacilli (=6), Pseudomonas
Pseudomonas spp. ) spp. [=6) G)
Buffalo milk with microbial
renmet
Yoeasts
Yoeasts (=5), lactobacilli I; ¥, lactococe I" ] ‘rasts -tobacilli ). lactocoao

1), lactobacilli ). lactocoeel (5] asts acilli {=6), lactocooci
streptococei
Yoasts tobacilli . streptocoeci (21
i { actobacilli | 1, Ia (=) Yoasts el ). lactocoeci |
streplocoe i sLreplocoe )
Yoas 5], lactobacil ). lactocoe ) Yoasts ) (=6), lactocoeci (




Risultati- parte 2 ’
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v 4°C, incrementi tra 3.36 e 3.99 log ufc/g dopo 13 e 17 gg,
v 9°C incrementi tra 4.43 e 4.75 log ufc/g in meno di 6 gg




Risultati- parte 2

Count (log chwg)
Acid (mglkg)
Count (log chuig)
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v' 15°C incrementi tra 4.26 e 4.99 log ufc/g in meno di 4 gg
v’ 20°C incremento di 4.35 log ufc/g in 2 gg




Risultati- parte 2

»lLa popolazione Dbatterica principale comprendeva
streptococchi e lattobacilli a TO (da 3,3 a 3,45 log ufc/g)

= Questa microflora ha mostrato una crescita evidente
durante tutti i challenge test alle diverse temperature,
raggiungendo valori superiori a 7 log ufc /g.

!

Nessuna attivita antagonistica importante della microflora
naturale:

per esercitare un'efficace attivita antagonista la microflora
naturale dovrebbe raggiungere rapidamente cariche elevate: qui
non e successo

pH permissivo (TO da 6.42 a 6.60, T finale da 6.25 a 6.48)

Jameson
effect, 1962

P



Acidi organici N _ .
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Questi risultati erano in
accordo con quelli riportati
da Lombardi et al. (1994)
per il formaggio Reggiano.
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Acidi organici
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La concentrazione di acido
acetico era 35,9% del totale
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Acidi organici

: |Ivg -:;fu-'yll

La concentrazione di acido i
lattico  Inizialmente  (TO) @™ ¢
rappresentava circa il 18,6% @ . —
del contenuto totale L

st (log cfulgh
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Risultati in disaccordo con
Califano e Bevilacqua (1999),
che riferivano che questo
acido rappresentava circa |l
79,3% del contenuto totale
dopo il 3 gg in mozzarelle.

Count {log chuig)
Acid (mglkg)
Count {log chu

Time (h)

La  differenza potrebbe
essere spiegata dalle
diverse mozzarelle
analizzate (nello studio:
mozzarella a bassa umidita,
noi ad alta umidita)

Acid (mg/hg)
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Risultati- parte 2

i. Initial cell concentration, lag time, maximum sp ¢ prowth rate, and maximuom population
density determined by fitting a primary model to growth kinetics obtained from nge bests at different
tempoerabures

Initial cell concentration (log ofu/g) 28 3.12 Joé6 2492 306 2492
Lag time (I 2.4 : 6.5
Maximum specific growth rate (h ") 0060 0053 0.084  0.096 021 021
Maximum population density (log efu /) 6.80 .48 7A3  TET 732 T4l
Dash indicates not present; NA = not applicable for the short storage time.

*a, b = dupli samples.




Conclusioni

Eterogeneita delle caratteristiche chimico-fisiche di 33
brand di mozzarella

Acidi organici < MIC presenti in letteratura percio
permissivi per crescitadi L. monocytogenes

Importanza acidi organici per riformulazione
mozzarella

Contaminazione post processo: rapida crescita non
Inibita neppure dalla presenza di microflora lattica e
alterante abbondante

Attenzione alla corretta manipolazione post apertura e
al corretto mantenimento delle T di stoccaggio




GRAZIE!

Simone Stella
Cristian Bernardi
Per Sand Rosshaug
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