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◾ KEYWORDS
Sea Bass cold smoked fillets; Starter Sacco; 
Listeria monocytogenes; bioprotection

RIASSUNTO
Lo scopo del lavoro è stato quello di monitorare la presenza di Listeria mo-
nocytogenes in prodotti ittici affumicati a freddo (trote, salmoni e branzini) 
commercializzati in Italia. I branzini affumicati a freddo rappresentano un 
nuovo prodotto, non ancora commercializzato. Inoltre considerando la 
capacità di L. monocytogenes di crescere in questi prodotti, a causa delle 
loro caratteristiche chimico-fisiche (pH > 6.0, Aw > 0.97) e della loro lunga 
shelf-life a 4°C, si è voluto verificare l’attività di uno starter bioprotettivo, 
LAK-23 (Sacco srl, Via Alessandro Manzoni 29/A, 22071 Cadorago, CO, 
Italia). A tal proposito branzini affumicati a freddo sono stati inoculati 
intenzionalmente con una miscela di diversi ceppi di L. monocytogenes e di 
LAK-23, costituito da Lactobacillus sakei. Dopo inoculo i branzini affumicati 
a freddo sono stati confezionati in sottovuoto e conservati a 6-7 °C per 60 
giorni. A 0,15,30,45 e 60 giorni, i branzini sono stati analizzati per valutare 
l’efficacia dello starter nei confronti di L. monocytogenes. Il monitoraggio 
dei prodotti affumicati a freddo del commercio ha evidenziato la presenza 
di tale microrganismo prevalentemente attraverso coltura di arricchimento 
(Presenza in 25 g). Le listerie isolate sono state sierotipizzate e apparten-
gono prevalentemente a sierotipi (1/2c) poco virulenti, e in tono minore ad 
altri sierotipi (1/2a, 1/2b e 4b).

L’aggiunta dello starter, costituito da batteri lattici, ha impedito la crescita 
di L. monocytogenes ed a fine shelf-life la sua concentrazione era simile a 
quella dell’inoculo. L’impiego dello starter considerato può permettere di 
inserire i branzini affumicati a freddo o, in genere, i prodotti ittici affumi-
cati a freddo nella categoria 1.3 (Reg. CE 2073/05) tra i prodotti che non 
supportano la crescita di tale microrganismo. La presenza e l’attività dello 
starter non modificava l’odore o il sapore dei branzini affumicati.

SUMMARY
The aim of the work was to monitor the presence of Listeria 
monocytogenes in cold smoked fish products (trout, salmon and 
sea bass) marketed in Italy. Cold smoked sea bass represent a new 
product, not yet commercialized and was collected in a production 
facility. Furthermore, considering the ability of L. monocytogenes to 
grow in these products, due to their physico-chemical characteristics 
(pH > 6.0, Aw> 0.97) and their long shelf-life at 4°C, it was verified the 
activity of a bioprotective starter, LAK-23 (Sacco srl, Via Alessandro 
Manzoni 29/A, 22071 Cadorago, CO, Italy). In this regard, smoked sea 
bass were intentionally inoculated with a mixture of different strains of 
L. monocytogenes and LAK-23, consisting of Lactobacillus sakei. After 
inoculation, the smoked sea bass were vacuum-packed and stored at 
6/7 °C for 60 days. At 0.15,30,45 and 60 days the samples of sea bass 
were analyzed to evaluate the effectiveness of the starter against 
L. monocytogenes. The data of the monitoring showed that the cold 
smoked products sold in the supermarkets can be contaminated by 
this microorganism, the presence of which has been highlighted mainly 
through enrichment culture (presence in 25 g). The isolated listeria have 
been serotyped and belong mainly to low virulent serotypes (1/2c), 
following serotypes 1/2a, 1/2b and 4b. The addition of the starter, 
consisting of lactic bacteria, prevented its growth and at the end of 
the shelf-life, the amount of L. monocytogenes observed was similar to 
that of the inoculum. The use of the tested starter can allow to include 
cold smoked sea bass or smoked fish products in category 1.3 (Reg. EC 
2073/05) among the products that do not support the growth of this 
microorganism. Finally the activity of the starter did not produce off-
flavor or odor of the smoked sea bass.

Influenza di Lactobacillus sakei 
(LAK-23) sulla crescita 
di Listeria monocytogenes 
intenzionalmente inoculata in filetti 
di branzino affumicati a freddo, 
confezionati in sottovuoto e conservati a 6°C
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Introduzione
La carne dei prodotti ittici 

rappresenta un'importante fon-
te di proteine per l'uomo (97). 
Tuttavia è altamente suscetti-
bile al deterioramento sia mi-
crobiologico che chimico a causa 
della sua elevata attività dell'ac-
qua (Aw), pH >6.0 unità, quanti-
tà relativamente elevate di am-
minoacidi liberi e presenza di en-
zimi autolitici (32,55). Lo stesso 
raffreddamento rapido e la con-
servazione in ghiaccio prolun-
gano per soli 9-12 giorni la du-
rata della shelf-life del pesce e 
dei prodotti della pesca, nono-
stante l’impiego di imballaggi 
e metodi tecnologici innovativi 
(18). Per prolungare la conser-
vazione del pesce fresco sem-
pre più spesso si ricorre a pro-
cessi tecnologici che rallentano 
o bloccano l’attività degradati-
va. L’affumicatura è una di que-
ste tecniche. Prodotti ittici qua-
li salmoni e trote vengono sala-
ti e affumicati proprio per incre-
mentarne le caratteristiche or-
ganolettiche e la durata della 
conservazione. Recentemente, 
allo scopo di fornire nuovi pro-
dotti con alto valore nutrizio-
nale, si ricorre all’affumicatura a 
freddo di specie ittiche non con-
venzionali. In Friuli, un’azienda 
esperta nell’affumicatura di pro-
dotti ittici ha studiato la poten-
zialità di affumicare a freddo fi-
letti di branzino. In Italia i bran-
zini vengono solitamente com-
mercializzati in box con ghiac-
cio in scaglie o a 4°C confezio-
nati in aria o in sottovuoto, sia 
eviscerati che interi o in filet-
ti. Conseguentemente la loro  
shelf-life è limitata a 9-12 giorni. 
Infatti, nel breve tempo gli enzi-
mi tissutali e la popolazione mi-

crobica contaminante si adatta-
no alle temperature di refrige-
razione, producendo i metaboli-
ti tipici dell’alterazione, che con-
sistono in azoto basico volatile 
(composti ammoniacali), trime-
tilammina, ammine e composti 
derivanti dalla degradazione dei 
grassi (5,21,50,96,102). Pertan-
to, come succede per trote, sal-
moni ed altri pesci, viene sem-
pre più spesso utilizzata l’affu-
micatura, allo scopo di prolunga-
re tramite refrigerazione la loro  
shelf-life fino a 45-60 giorni. 

In particolare, i branzini, es-
sendo pesci di taglia media, con-
frontabili a trote e salmoni, ven-
gono affumicati a freddo: tem-
peratura massima 29°C. Anche 
la tecnologia applicata è simi-
le a quella utilizzata per trote e 
salmoni e comprende: Approvvi-
gionamento delle materie prime; 
Filettatura e produzione del-
la baffa; Salatura a  secco; Affu-
micatura tradizionale a freddo, 
senza l'utilizzo di additivi; Fini-
tura dei fili; Taglio, Confeziona-
mento in sottovuoto; Conserva-
zione a 4 °C; Trasporto e vendi-
ta del prodotto finito a 4°C. Per-
tanto i filetti di branzino affumi-
cati a freddo appartengono alla 
categoria degli alimenti poco la-
vorati, ovvero che subiscono la-
vorazioni che non intaccano la 
natura del prodotto, e pertanto 
mantengono solo per brevi pe-
riodi di tempo (102). Il branzi-
no affumicato a freddo appena 
confezionato non è sterile e alla 
fine si deteriora principalmente 
a causa dell'attività microbiolo-
gica. È stato suggerito che l'Aw, 
la concentrazione del sale nel-
la fase acquosa (WPS), il pH e 
la carica microbica iniziale de-
termineranno lo sviluppo di mi-
crorganismi alteranti specifici e 
caratteristici del prodotto (48). 

L'ecologia microbica dei prodotti 
della pesca affumicati a freddo 
è stata studiata intensamente 
(7,40,50,56,66,70,71,73,102). 

La popolazione batterica ini-
ziale è strettamente dipenden-
te dalle condizioni igieniche di la-
vorazione e produzione (71,102) 
e consiste in Enterobacteriaceae, 
Shewanella putrefaciens, Aero-
monas spp., Pseudomonas spp., 
Photobacterium phosphoreum, 
batteri lattici (LAB) e Brochothrix 
spp, (14,17,54,71,74,102,103). 
Durante la conservazione si os-
serva una predominanza dei LAB 
e B. thermosphacta in pesce affu-
micato confezionato sia in sotto-
vuoto che in MAP (65,66). 

Tuttavia la crescita e lo svi-
luppo di un'abbondante popo-
lazione microbica non compor-
ta il deterioramento del prodot-
to. Infatti non sono state iden-
tificate correlazioni tra il nume-
ro totale di microrganismi, la 
qualità sensoriale e la shelf-life  
(40,57). Il fumo abbassa la cari-
ca microbica della materia prima, 
ma non è in grado di eliminarla 
completamente. Da qui l'impor-
tanza del rigoroso rispetto del-
le norme igieniche e dell'utiliz-
zo di materie prime di alta quali-
tà. Nei prodotti conservati sotto-
vuoto la maggior parte dei bat-
teri Gram-negativi (64), come 
Pseudomonas spp., Aeromonas 
spp. e S. putrefaciens (41) viene 
inibita; la presenza di NaCl (WPS 
= 4,6%) contribuisce a mante-
nere S. putrefaciens a un livel-
lo basso (59) e concentrazio-
ni di NaCl intorno al 5,5-6,5% 
WPS (Aw 0,96) inibiscono la cre-
scita di batteri Gram-negativi, 
come Pseudomonas spp., mentre 
consentono la crescita di batte-
ri più resistenti come i LAB (66). 
Il WPS, in particolare, deve es-
sere sempre superiore a 3.5% 
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per impedire lo sviluppo di Clo-
stridium botulinum psicrotrofo 
(es. tipo E). In queste condizio-
ni solo i LAB crescono nel tempo 
(6,14,17,54,71,74,102,103). 

La causa della loro predomi-
nanza non è stato ancora com-
pletamente spiegato, ma sem-
bra chiaro che i LAB si adatti-
no bene alle particolari condizio-
ni che si creano nel prodotto af-
fumicato (65,67,92). Purtrop-
po, però, durante la conserva-
zione del prodotto ittico affumi-
cato, Listeria monocytogenes, se 
presente come contaminante an-
che a bassissime concentrazioni 
(< 1 UFC/g), può crescere essen-
do psicrotrofo durante i 2 mesi di 
shelf-life. Diversi lavori dimostra-
no che la trota iridea affumicata 
a freddo confezionata sottovuoto 
può contenere un gran numero di 
L. monocytogenes e che, pertan-
to, deve essere considerata come 
una potenziale fonte di infezione 
(31,43). 

Il processo di affumicatura a 
freddo non uccide L. monocyto-
genes (4) e, nonostante la con-
servazione a freddo del prodotto, 
può verificarsi una sua crescita 
(78). L. monocytogenes sopravvi-
ve comunemente nei prodotti it-
tici affumicati a freddo e a caldo 
confezionati sottovuoto e negli 
ambienti di lavorazione degli ali-
menti a temperature di refrigera-
zione (30,37,39,60). 

La lunga durata di conserva-
zione (60 giorni) consente a L. 
monocytogenes di avere abba-
stanza tempo per moltiplicar-
si a livelli pericolosi se la tem-
peratura di conservazione non 
viene mantenuta al di sotto di 
4°C (28,58). Atmosfere di ossi-
geno ridotte possono controlla-
re la crescita di batteri deterio-
ranti aerobici; tuttavia, lo stes-
so ambiente può essere benefi-

co per la proliferazione di pato-
geni psicrotrofi, anaerobi facol-
tativi o strettamente anaerobici, 
come Clostridium botulinum non 
proteolitico e L. monocytogenes 
in prodotti ittici (47,90,101). 

È stato spesso riconosciu-
to che i prodotti ittici affumicati 
sono contaminati da diversi sie-
rotipi di L. monocytogenes e sono 
stati considerati un importan-
te veicolo della listeriosi umana 
(46,83). Anzi, diversi pesci affu-
micati (salmone, trota) confezio-
nati sottovuoto sono stati prece-
dentemente associati a casi di li-
steriosi, caratterizzate da gastro-
enterite non invasiva (78). 

Segnaliamo gastroenterite 
febbrile in cinque persone pre-
cedentemente sane associa-
ta al consumo di trota iridea af-
fumicata a freddo (Onchorhyn-
cus mykiss) confezionata sotto-
vuoto e contenente alti livelli di 
L. monocytogenes (78). Questa è 
un patogeno di origine alimenta-
re che causa la listeriosi principal-
mente nei pazienti immunocom-
promessi (36,72,93). Le forme 
cliniche predominanti consisto-
no in infezioni del sistema nervo-
so centrale, sepsi, aborto e nati-
mortalità. 

È stata anche segnalata una 
forma diarroica, dovuta all'in-
gestione di alimenti contamina-
ti da L. monocytogenes in per-
sone precedentemente sane 
(25,44,85,91). Considerando che 
L. monocytogenes presenta di-
versi livelli di virulenza e pato-
genicità, sono stati descritti di-
scriminatori per questo organi-
smo (8,10,11,86,94,106,107). La 
tipizzazione con elettroforesi su 
gel a campo pulsato (PFGE), che 
finora ha fornito la discrimina-
zione dei ceppi, è diventata rapi-
damente il metodo di tipizzazio-
ne standard per rilevare i foco-

lai di listeriosi (10,42). Tuttavia, 
questo metodo è laborioso e ri-
chiede tempo e quindi per scopi 
pratici è spesso preceduto dalla 
sierotipizzazione (78). 

Poiché tutti i principali focolai 
della forma invasiva di listeriosi 
sono dovuti a ceppi di sierotipo 
4b, raro negli alimenti rispetto ai 
ceppi 1/2a (12,35), la procedura 
adottata per le indagini sui foco-
lai si basa sulla caratterizzazione 
di serovar per fornire informa-
zioni preziose per lo screening 
rapido di gruppi di ceppi. 

Ora, considerando che L. mo-
nocytogenes rappresenta un rea-
le pericolo per i prodotti ittici af-
fumicati, lo scopo del lavoro è sta-
to quello di monitorare la presen-
za di tale microrganismo in trote, 
salmoni e branzini affumicati e di-
mostrare che sia possibile evitar-
ne la crescita attraverso l’impiego 
di uno starter del commercio co-
stituito da L. sakei.

Materiali 
e metodi
Monitoraggio 
di L. monocytogenes 
in prodotti ittici affumicati

Sono stati analizzati circa 
420 campioni di prodotti ittici 
affumicati e in particolare 100 
campioni di salmone, 120 di tro-
te e 200 di branzini. I campio-
ni di salmone e trote erano re-
periti in supermercati dell’Italia 
Settentrionale, mentre i bran-
zini affumicati erano di origine 
sperimentale. Di ogni campione 
era eseguita la ricerca di L. mo-
nocytogenes utilizzando la me-
todica secondo il metodo ISO 
(51). In particolare 25 g di pro-
dotto erano diluiti in brodo Fra-
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ser (1/2 – Oxoid, Italia). Dopo 
omogenizzazione si procedeva 
secondo le metodiche per la ri-
cerca qualitativa o quantitativa 
(51). Da ogni piastra di Agar Li-
steria acc. Ottaviani Agosti (Bio-
life, Italia) erano prelevate 5 co-
lonie L. monocytogenes presun-
tive, che sono state identifica-
te tramite le stesse metodiche 
riportate in ISO (51).  In questa 
maniera sono state identificate 
circa 50 colonie, che sono state 
sierotipizzate attraverso i sieri 
prodotti da DENKA SEIKEN (Co. 
Ltd, Tokio, Giappone) distribuiti 
in Italia da Biogenetics Diagno-
stics srl. (Padova, Italia).

Inibizione di L. monocytogenes 
intenzionalmente inoculata 
in branzini affumicati tramite 
starter LAK-23 (Sacco srl, VA). 

Preparazione del substrato 
e suddivisione dei gruppi

I branzini utilizzati erano al-
levati in gabbie in mare da Ora-
da Adriatic d.o.o. a Cres, Croazia. 
Erano raccolti, eviscerati, posti 
in box di polistirolo contenenti 
ghiaccio e inviati entro 5 ore allo 
stabilimento di trasformazione, 
rappresentato dalla Ditta Friul-
trota di Pighin s.r.l. (San Daniele 
del Friuli, Udine). 

Tale azienda ha una espe-
rienza pluriennale nell’affumi-
catura a freddo di prodotti itti-
ci, quali salmoni, sia allevati che 
selvaggi, e soprattutto trote, 
tra cui la famosa Trota Regina 
di San Daniele. I filetti di bran-
zino erano trasformati in baf-
fe, che erano poste sottosale 
(Foto 1), fino al raggiungimento 
di un valore di WPS > o uguale 
a 3,5%, quindi erano desalate e 
affumicate, a bassa temperatura  
(<30°C). Dopo l’affumicatura i fi-

letti erano confezionati in sot-
tovuoto in Ecoterm VP 300 film 
and Multofog GA 170 (Sudpack, 
Italy), stoccati a 4°C e porta-
ti presso il Di4a (Dipartimento 
di Scienze Agroalimentari, Am-
bientali e Animali dell'Università 
degli Studi di Udine).

Qui i campioni sono stati sud-
divisi in 4 gruppi di 15 campioni 
cadauno ed analizzati ai tempi 0, 
15, 30, 45 e 60 giorni (tempo in-
dicato dalla shelf-life del prodot-
to considerato).
a)	Campioni controllo tal quale 

(non inoculato);
b)	Campioni contenenti starter 

Sacco LAK-23 (Lactobacillus 
sakei produttore di batterioci-
ne) e mix di L. monocytogenes;

c)	Campioni contenenti solo star-
ter Sacco LAK-23;

d)	Campioni contenenti solo mix 
L. monocytogenes.

Preparazione della sospensione
L’inoculo era costituito da 3 

ceppi di Listeria monocytoge-
nes, derivanti da Collezioni In-
ternazionali e da Collezione del 
Di4a. In particolare sono stati 
utilizzati i seguenti ceppi: L. mo-
nocytogenes NCTC 10887 (sie-
rotipo 1/2b), L. monocytoge-
nes 9Di4a (serotipo 4b) di ma-
trice ittica e L. monocytogenes 
11Di4a di origine umana e re-
sponsabile di listeriosi invasi-
va. Le singole sospensioni era-
no preparate utilizzando col-
ture di 18 h di L. monocytoge-
nes cresciute in Plate Count 
Agar (Oxoid, Italia) addiziona-
te ad acqua peptonata (Pepto-
ne 1 g; NaCl 35 g; H2O distillata 
1000 mL; %; Aw 0,96) aventi DO 
di 0.1 a 600 nm. Ai fini di valuta-
re la carica di ogni sospensione, 
erano eseguite diluizioni delle 
stesse in acqua peptonata steri-
le e 0,1 mL di ogni diluizione era 

spatolata in piastre contenenti 
Palcam Agar Base (Oxoid, Italia). 
Le piastre erano incubate a 37°C 
per 48 ore e le colonie cresciute 
erano contate. Ogni sospensio-
ne conteneva mediamente circa  
7-8 log UFC/mL. 

Preparazione dei campioni 
per il saggio 

Per la preparazione dei cam-
pioni è stato preparato un mix 
(sospensione madre) con le so-
spensioni contenenti i diversi 
tipi di L. monocytogenes in acqua 
peptonata (NaCl 3,5 %; Aw 0,97; 
7 log UFC/mL), che rappresenta-

Esempio di salatura a secco di filetti di 
prodotti ittici.

va la sospensione madre, poi di-
luita e inoculata tramite nebu-
lizzazione in ragione di 1 mL sui 
filetti di branzino affumicati a 
freddo (valori finali – circa 2 log 
UFC/cm2). 

Coltura starter utilizzata 
È stata utilizzata una tipolo-

gia di coltura starter costituita 
da batteri lattici: LAK-23 (Sacco 
srl, Via Alessandro Manzoni 29/A, 
22071 Cadorago, CO, Italy). Lo 
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starter era liofilizzato, contenuto 
in sacchetto di stagnola e conser-
vato congelato. 

Al momento dell’uso era 
scongelato, omogenizzato e di-
luito in acqua peptonata steri-
le (NaCl 3,5%; Aw 0,97). Ai fini 
di valutare la sua carica, erano 
eseguite diluizioni delle stesse 
in acqua peptonata sterile e 0,1 
mL di ogni diluizione era inocu-
lata in piastre di Petri, cui suc-
cessivamente era aggiunto il 
terreno deMan Rogosa Sharpe 
(MRS, Oxoid, Italia), tramite me-
todica a doppio strato. Le pia-
stre erano incubate a 37°C per 
48-72 ore e le colonie cresciute 
erano contate. Ogni sospensio-
ne conteneva mediamente cir-
ca 11 log UFC/g. Venivano suc-
cessivamente prodotte delle di-
luizioni decimali, che erano ino-
culate tramite nebulizzazio-
ne in ragione di 1 mL sui filet-
ti di branzino affumicati a fred-
do (valori finali – circa 5 log UFC/
cm2). 

Campioni inoculati
Per ogni test erano inocula-

ti 15 campioni di branzino affu-
micati, che venivano analizzati 
in triplicato in ogni tempo: 0, 15, 
30, 45 e 60 giorni (tempo indicato 
dalla shelf-life del prodotto con-
siderato). Quindici campioni era-
no conservati confezionati all’o-
rigine e rappresentavano il con-
trollo, gli altri erano sconfezionati 
e inoculati con sola L. monocyto-
genes, col solo starter LAK-23 e 
col mix L. monocytogenes/LAK-
23 e quindi riconfezionati secon-
do la tecnica e la confezione usa-
ta da Friultrota. Tutti i campio-
ni controllo (non inoculati) o ino-
culati erano i conservati a 6-7°C, 
che rappresenta la temperatura 
standard di un frigorifero da su-
permercato.

Analisi microbiologica

Alle date stabilite, tre campio-
ni di ogni Gruppo erano sogget-
ti ad analisi microbiologiche, che 
comprendevano: la valutazio-
ne della Conta batterica totale 
(CBT) in Plate Count Agar (Oxoid, 
Italia) incubato a 30ºC per 48-72 
h; i batteri lattici (LAB) in De Man 
Rogosa Sharpe agar (MRS, Oxoid, 
Italia) incubato a 37 ºC per 48 h 
(metodo doppio strato); i lievi-
ti e le muffe in Malt Extract Agar 
(MA, Oxoid, Italia) incubato a 25 
ºC per 72-96 h; i coliformi to-
tali e i coliformi fecali in Violet 
Red Bile Lactose Agar (VRBLA, 
Oxoid, Italia) incubato rispetti-
vamente a 37ºC e 44°C per 24 h; 
Staphylococci coagulasi positivi 
in Baird-Parker Agar medium (BP, 
Oxoid, Italia) addizionato di egg 
yolk tellurite emulsion (Oxoid, 
Italia) incubato a 35ºC per 24-48 
h, e poi confermati con il test di 
coagulase; i Clostridi solfito-ri-
duttori in Differential Reinfor-
ced Clostridial Medium (DRCM, 
VWR, USA) incubato a 37ºC per 
24-48 h in giara per anaerobio-
si ottenuta con gas pack anaero-
bic system (BBL, Becton Dickin-
son, USA); L. monocytogenes era 
ricercata o quantificata secondo 
il metodo ISO (51) e Salmonella 
spp. secondo ISO (53).

Analisi chimico-fisiche

I campioni controllo [a] e ino-
culati col solo starter [c] erano 
soggetti anche ad analisi chimi-
co-fisiche e in particolare: Il pH è 
stato determinato in 3 punti dif-
ferenti usando un pHmetro (Basic 
20, Crison Instruments, Spain), 
immettendo la sonda diretta-
mente nel prodotto. L’attività 
dell’acqua (Aw) era misurata con 

Aqua Lab 4 TE, (Decagon Devices, 
USA), l’umidità secondo il metodo 
A.O.A.C. (2), il NaCl, il TVB-N (to-
tal volatile basic nitrogen) secon-
do Pearson (82). Il valore di WPS 
(water phase salt) era determi-
nato secondo la formula WPS = % 
NaCl (% NaCl + % umidità)-1 100 
secondo Huss et al., (48). Thio-
barbituric acid–reactive substan-
ces (TBARS) era determinato se-
condo Ke et al., (62). In ogni tem-
po le analisi erano eseguite su tre 
campioni.

Analisi statistica

I valori dei diversi parametri 
erano confrontati attraverso l’A-
nalisi della Varianza a una Via. Le 
medie erano poi confrontate uti-
lizzando il Tukey’s honest signi-
ficant test tramite lo Statistical 
Graphics software package.

Analisi sensoriale

L’analisi era eseguita da 20 
assaggiatori non professioni-
sti. Dieci campioni addizionali [a] 
e [c] erano valutati da assaggia-
tori a cui era chiesto di valutare 
l’influenza dello starter LAB sul-
le caratteristiche organolettiche 
e sensoriali dei prodotti. L’analisi 
sensoriale era basata sul triangle 
test (UNI EN ISO 10399, triangle 
test, 52). In breve: a 20 assag-
giatori non-professionisti era-
no presentati 3 prodotti, due dei 
quali erano identici. La scelta di 
assaggiatori non professionisti è 
risultata obbligatoria perché essi 
rappresentano i tipici consuma-
tori, a cui viene chiesto se capi-
scono le differenze e chi le trova 
deve spiegare quali: ad esempio 
il colore, la consistenza, il bou-
quet, il sapore, l’odore. 
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Risultati 
e discussione

Monitoraggio  
di L. monocytogenes 
in prodotti ittici affumicati

Listeria monocytogenes è un 
microrganismo ubiquitario, che 
può essere trovato in molti ali-
menti, come vegetali, prodot-
ti carnei, ittici e lattiero-casea-
ri (1,18,75,76,87), dove può cre-
scere indipendentemente dal-
la tipologia di confezionamento 
(9,19,33-36,100,104). In questo 
lavoro abbiamo focalizzato la sua 
ricerca in prodotti ittici affumicati 
quali salmoni, trote e branzini. La 
Tab. 1 riporta i dati ottenuti. Come 
si osserva l’indagine ha evidenzia-
to la sua presenza nel 2,4 % di tut-
ti i 420 campioni analizzati. Tutta-
via, considerando i singoli prodot-
ti, L. monocytogenes è stata isola-
ta nel 6 % dei campioni di salmo-
ne affumicato e nel 2% dei filetti 
di branzini affumicati (nuovo pro-
dotto). Viceversa non è stata mai 
isolata da trote affumicate.

L. monocytogenes è stata qua-
si sempre determinata a livello di 
presenza in 25 g. Solo in un caso, 
rappresentato da una confezio-
ne di salmone affumicato, la sua 
presenza era a livello di 40 UFC/g 
(Tab. 2). Tali percentuali e concen-
trazioni sono nettamente inferio-
ri a quelle determinate da altri au-

tori (26,27,38,63,77,98). In parti-
colare, Miettinen et al. (78) hanno 
evidenziato la presenza di L. mo-
nocytogenes a livello di 1.9x105 
UFC/g in pesci affumicati respon-
sabili di gastroenteriti. Tuttavia, 
sembra che in salmone affumica-
to siano sufficienti concentrazio-
ni di 45 UFC/g per scatenare liste-
riosi in individui a rischio (76). La 
presenza di una bassa carica nei 
campioni esaminati potrebbe es-
sere dovuta al breve tempo inter-
corso tra la produzione e l’analisi. 
Infatti, tutti i campioni sono stati 
analizzati entro 15-20 giorni dalla 
produzione e a 40-45 giorni dalla 
scadenza. Johannson et al. (58), 
infatti, hanno segnalato risulta-
ti completamente diversi, avendo 
osservato che L. monocytogenes 
fosse presente fino al 20% di pro-

dotti ittici affumicati RTE reperi-
ti in Finlandia, e che la sua con-
centrazione fosse quasi sempre > 
100 UFC/g. 

Le cinquanta L. monocytoge-
nes isolate sono state sierotipiz-
zate usando sieri del commercio. 
Come si osserva in Tab. 3, trenta 
ceppi appartenevano al sierotipo 
1/2c, 12 al sierotipo 4 b, 6 al sie-
rotipo 1/2b e 2 al sierotipo 1/2a. 
I sierotipi osservati rientrano nel 
95% dei ceppi isolati da alimenti e 
pazienti affetti da listeriosi. Infat-
ti negli anni, in diversi alimenti è 
stata osservata una netta preva-
lenza dei sierotipi 1/2a, 1/2b, 1/2c 
e 4b (22,29). Tuttavia, a differen-
za di quanto osservato dai sud-
detti autori, si nota una dominan-
za del sierotipo 1/2c; sierotipo che 
viene considerato poco virulento. 
Infatti, dalla letteratura emerge 
che i ceppi maggiormente diffusi 
e implicati nel 90% delle listerio-
si da prodotti ittici affumicati ap-
partengono ai sierotipi 1/2a, 1/2b 
e 4b (22,29). Del resto, la suddivi-
sione dei sierotipi di L. monocyto-
genes in base al suo livello di viru-
lenza ha determinato l’identifica-
zione di 4 linee (lignaggi) evolu-

Tabella 1: Presenza di L. monocytogenes in prodotti ittici affumicati.

Prodotto	 N. campioni	 N. positivi/%	 N. L. monocytogenes isolate

Salmone	 100	 6/6	 30
Trota	 120	 0/0	 0
Branzini*	 200	 4/2	 20
Totale	 420	 10/2,4	 50

Legenda: *reperiti in azienda

Tabella 2: Concentrazione di L. monocytogenes in prodotti ittici affumicati.

Range	 Salmone	 Trota	 Branzini

Presenza /25 g	 5	 0	 4
1-100 UFC/g	 1*	 0	 0
100-1000 UFC/g	 0	 0	 0

N. positivi	 6	 0	 5

Legenda: * 40 UFC/g

Tabella 3: Sierotipi di L. monocytogenes in prodotti ittici affumicati.

Sierotipi	 Salmone	 Trota	 Branzini

1/2a	 0	 0	 2
1/2b	 3	 0	 3
1/2c	 20	 0	 10
4b	 7	 0	 5
Totale	 30	 0	 20
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tive (I, II, III e IV) con nicchie eco-
logiche differenti ma sovrapposte 
(29,81). 

La maggior parte degli isola-
ti di L. monocytogenes sembra ap-
partenere alle linee I e II, che ospi-
tano i sierotipi più comunemen-
te associati a casi clinici umani, in-
clusi il sierotipo 1/2a (linea II) e i 
sierotipi 1/2b e 4b (linea I). I cep-
pi della linea II sono comuni ne-
gli alimenti, sembrano essere dif-
fusi negli ambienti naturali e di al-
levamento e sono anche comune-
mente isolati da casi di listeriosi 
animali e casi clinici umani spora-
dici (22,29,78,81). Tuttavia, sem-
bra che la maggior parte dei foco-
lai di listeriosi umana sia associa-
ta a isolati appartenenti alla linea I 
(78,81). Inoltre, numerosi studi in-
dicano che, in molti Paesi, i ceppi 
della linea I sono più presenti tra 
gli isolati umani, rispetto ai ceppi 
della linea II. I ceppi della linea III 
e IV, d'altra parte, sono rari e pre-
valentemente isolati da fonti ani-
mali. 

In base a quanto riportato e 
all’appartenenza dei sierotipi alle 
diverse linee/gruppi, si può con-
cludere che la maggioranza dei 
ceppi isolati appartiene al sieroti-
po 1/2c considerato poco virulen-
to rispetto ai sierotipi 1/2a, 1/2b 

e 4b, ritenuti più diffusi e virulen-
ti (22,29,81). 

Infine, dall’analisi microbiolo-
gica emerge che i coliformi tota-
li e fecali, Staphylococci coagulasi 
positivi e clostridi solfito riduttori 
non sono mai stati quantificati (< 
5 UFC/g) e Salmonella spp. è risul-
tata sempre assente in 25 g.

Evoluzione 
di L. monocytogenes 
intenzionalmente inoculata 
in branzini affumicati

L’analisi microbiologica ha per-
messo di constatare che lo star-
ter LAK-23 addizionato intenzio-
nalmente ai campioni di branzino 
affumicato è cresciuto in modo 
consistente nel tempo, influen-
zando in negativo la crescita di L. 
monocytogenes inoculata. 

I grafici 1-4 evidenziano gli an-
damenti della Conta Batterica To-
tale (CBT), dei batteri lattici (LAB) 
naturalmente presenti o intenzio-
nalmente inoculati (LAK-23, Sac-
co) e di L. monocytogenes. Vengo-
no sempre riportate le medie con 
le relative deviazioni standard.

Il Grafico 1 evidenzia l’anda-
mento delle popolazioni micro-
biche naturali di filetti di branzi-

no affumicato conservato a 6°-
7°C fino a fine shelf-life a 60 gior-
ni. Come si osserva, sia la CBT 
che i LAB “autoctoni” dei branzi-
ni affumicati crescono nel tempo 
e raggiungono rispettivamente 
valori finali di circa 5 log UFC/g e 
di 6 log UFC/g. È probabile che lo 
sviluppo sia dovuto all’uso conti-
nuo di temperature di abuso ter-
mico (6°-7°C), considerando che 
la temperatura appropriata e 
obbligatoria deve essere di 4°C, 
come riportato in etichetta. Dai 
dati emerge che i campioni non 
erano contaminati naturalmente 
da Listeria spp. o L. monocytoge-
nes; infatti, nonostante l’impiego 
della tecnica basata sulla coltu-
ra di arricchimento, non è stato 
possibile individuare la loro pre-
senza in 25 g.

Il Grafico 2 evidenzia l’evolu-
zione della popolazione micro-
bica di filetti di branzino affumi-
cati a freddo e intenzionalmen-
te inoculati con lo starter LAK-
23 e L. monocytogenes e conser-
vati a temperatura di 6-7°C fino a 
fine shelf-life. Come si osserva, il 
coinoculo Starter/L. monocyto-
genes ha evidenziato lo sviluppo 
dello starter e la netta inibizio-
ne delle listerie inoculate. Infat-
ti la concentrazione del mix di L. 
monocytogenes è rimasta presso-
chè costante nel tempo, anche se 
a 30 e 45 giorni si nota un legge-
ro calo, che tuttavia non appare 
significativo considerando l’am-
pia deviazione standard (p>0,05). 
Viceversa nei campioni in cui non 
è stato inoculato lo starter (Gra-
fico 3), il mix di L. monocytoge-
nes è cresciuto ed ha raggiunto 
valori finali leggermente inferio-
ri a 6 log UFC/g; valori pericolosi 
per il consumatore, considerando 
che i filetti di branzino affumica-
to a freddo così come tutti i pro-
dotti ittici affumicati sono dei Re-

Grafico 1 - Evoluzione Batteri lattici (LAB), Conta batterica totale (CBT) e L. monocytoge-
nes (L.m.) in branzini affumicati a freddo.



 12	 industrie alimentari - lx (2021) - maggio

Grafico 2 - Evoluzione Batteri lattici (LAB), Conta batterica totale (CBT) e L. monocytoge-
nes (L.m.) in branzini affumicati a freddo intenzionalmente inoculati con starter LAK-23 e 
L. monocytogenes.

Grafico 3 - Evoluzione Batteri lattici (LAB), Conta batterica totale (CBT) e L. monocytoge-
nes (L.m.) in branzini affumicati a freddo inoculati con L.  monocytogenes.

Grafico 4 - Evoluzione Batteri lattici (LAB), Conta batterica totale (CBT) e L. monocytoge-
nes (L.m.) in branzini affumicati a freddo intenzionalmente inoculati con Starter LAK-23.

Tabella 4: Evoluzione del pH in branzini 
affumicati a freddo addizionati* e non 
di starter.

Giorni	 pH	 pH*

0	 6,0 ± 0,10a	 6,0 ± 0,10a
15	 5,8 ± 0,10a	 5,8 ± 0,02a
30	 5,9 ± 0,10a	 5,9 ± 0,01a
45	 5,8 ± 0,10a	 5,7 ± 0,07a
60	 5,9 ± 0,10a	 5,8 ± 0,08a

I dati rappresentano le medie ± le deviazioni 
standard dei campioni totali; Le medie con 
le stesse lettere, considerando ogni singolo 
parametro, non sono significativamente diversi 
(p<0,05). 

ady to Eat, e quindi non subisco-
no alcun trattamento termico pri-
ma del consumo. 

Pertanto lo starter utilizzato è 
risultato efficace e sebbene non 
abbia ridotto o eliminato comple-
tamente i ceppi di L. monocytoge-
nes inoculati, ne ha comunque im-
pedito la crescita.

I campioni inoculati con il solo 
starter hanno supportato un’ab-
bondante crescita dello stesso, 
che ha raggiunto valori medi di 
poco inferiori a 7 log UFC/g (Gra-
fico 4). Tali valori corrispondo-
no a quelli osservati nei campio-
ni coinoculati starter/listeria (Gra-
fico 2).  In questo caso a differen-
za di quanto osservato in un pre-
cedente lavoro in cui il substra-
to era costituito da cubetti di pro-

sciutto cotto, la presenza della li-
steria non ha stimolato l’attività 
dello starter (49). Lo sviluppo del-
lo starter sia aggiunto come col-
tura singola che in mix con listeria 
è confermato dall’andamento del 
pH. Infatti, nel tempo si è osserva-
to che da un valore iniziale di cir-
ca 6,0 unità, il pH è diminuito e ha 
raggiunto valori pari a 5,8-5,9 uni-
tà (Tab. 4). 

La CBT è cresciuta in tutti i 
campioni sia inoculati che non 
inoculati con i microrganismi test. 
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Infatti, nei campioni privi di ogni 
inoculo ha raggiunto valori fina-
li pari a 5 log UFC/g (Grafico1). In 
questo caso si è osservata anche 
una crescita di LAB naturali, che 
hanno raggiunto a fine shelf-li-
fe valori di 6 log UFC/g. Nei cam-
pioni addizionati di coinoculi Li-
steria/LAK-23 e con il solo star-
ter LAK-23, la CBT è cresciuta e 
ha raggiunto valori di poco supe-
riori ai 5 log UFC/g (Grafico 2 e 4). 
Viceversa, nei campioni inocula-
ti con solo L. monocytogenes, la 
CBT ha raggiunto valori attorno ai 
6,0 log/UFC g; valori simili a quel-
li raggiunti dai LAB naturalmente 
presenti.

Dalle piastre di MRS utilizza-
te per determinare i LAB nei cam-
pioni inoculati con il solo starter 
LAK-23 o il mix starter/Listeria 
monocytogenes, sono state pre-
levate circa 3 colonie, che sono 
state identificate attraverso me-
todi tradizionali (dati non mo-
strati). I risultati hanno eviden-
ziato che tali colonie appartene-
vano allo starter inoculato. 

Diversi studi hanno dimostra-
to il ruolo dei LAB e delle batte-
riocine da loro sintetizzate per ini-
bire L. monocytogenes in prodot-
ti ittici affumicati (Lactobacillus, 
Carnobacterium e Enterococcus) 
in salmone affumicato a freddo 
(23,69,70,79,84,89,99,105). Tut-
tavia l'uso delle batteriocine come 
nisina e sakacina P è risultato effi-
cace solo a breve termine contro 
L. monocytogenes, e conseguen-
temente è stato suggerito l’im-
piego diretto di starter produtto-
ri di batteriocine o l’aggiunta di al-
tri antimicrobici quali acidi organi-
ci o oli essenziali (98,99,104). In-
fatti, l'applicazione della nisina ha 
mostrato un effetto listeriosta-
tico nella trota iridea affumicata 
a freddo solo fino a 3 giorni (80). 
Tuttavia, combinando nisina e lat-

tato, la conta di L. monocytoge-
nes è stata ridotta di 2 log dopo 
17 giorni di conservazione (80). 
In un altro studio, l'uso di sakacin 
P e L. sakei Lb790 ha determinato 
una riduzione di 2 log nella conta 
di L. monocytogenes dopo 28 gior-
ni (61). Questi studi indicano che 
i potenziali effetti sinergici della 
combinazione di batteriocine con 
altri ostacoli possono prolungare 
la durata dell’inibizione. 

Tuttavia, migliori risultati sono 
stati ottenuti utilizzando diretta-
mente starter bioprotettivi come 
dimostrato da Aymerich et al. (3). 
Questi hanno valutato tre poten-
ziali ceppi batterici contro L. mo-
nocytogenes in salmoni affumica-
ti con diverse caratteristiche fisi-
co-chimiche (concentrazione del 
grasso, umidità e acido acetico).  
Tra i ceppi utilizzati due erano 
produttori di batteriocine ed era-
no stati isolati direttamente da 
salmone affumicato e identifi-
cati come Lactobacillus curvatus 
e Carnobacterium maltaromati-
cum, mentre il terzo era di origi-
ne carnea identificato come Lac-
tobacillus sakei CTC494, anch’es-
so produttore di batteriocine. I 
dati hanno dimostrato che L. sa-
kei CTC494 ha inibito la crescita di 
L. monocytogenes dopo 21 gior-
ni di conservazione a 8°C in tut-
ti i prodotti testati, mentre L. cur-
vatus CTC1742 ha limitato solo la 
crescita del patogeno (aumen-
to < 2 log). L'efficacia di C. malta-
romaticum CTC1741 è dipeso dal 
tipo di prodotto. Infatti, ha limita-
to la crescita dell'agente patoge-
no in un solo tipo di salmone affu-
micato. Tali risultati suggeriscono 
che L. sakei CTC494, pur essen-
do stato isolato dalla carne, può 
essere potenzialmente utilizza-
to come coltura bioprotettiva per 
migliorare la sicurezza alimentare 
del salmone affumicato a freddo. 

Di conseguenza i dati ottenuti in 
questa ricerca, basata sull’utilizzo 
di L. sakei LAK23, hanno confer-
mato quanto ottenuto da Ayme-
ric et al. (3).

Caratteristiche 
chimico-fisiche dei filetti 
di branzino affumicati 
a freddo

Nelle Tab. 4 vengono riportati 
gli andamenti del pH dei campio-
ni conservati a 6°-7°C fino a fine 
shelf-life (60 giorni). Come si os-
serva, il pH nel tempo non subi-
sce grandi variazioni, indipenden-
temente dall’aggiunta o meno del-
lo starter. Infatti, da valori di pH 
6,0 si osserva un leggero decre-
mento che in un caso scende sino 
a 5,9 unità, mentre nei campio-
ni addizionati dello starter lattico 
(LAK-23) il valore scende a 5,8 uni-
tà. Tuttavia, considerata la devia-
zione standard, la differenza non 
risulta significativa (p>0,05). Per-
tanto, nonostante lo sviluppo del-
lo starter aggiunto, il decremento 
del pH è stato solo di 0,1 unità.

La Tab. 5 riporta alcuni para-
metri valutati ai fini di determi-
nare l’influenza dello starter ag-
giunto nei campioni di branzino 
affumicato a freddo. L’Aw duran-
te tutto questo periodo di anali-
si si è mantenuta all’interno del 
range 0,970 e 0,971. Infatti, in 
tutti i campioni conservati a 6°-
7°C non si osserva alcuna dif-
ferenza significativa nel tempo 
(p>0,05). 

Si pensa comunque che le pic-
cole differenze di Aw osservate 
nei vari punti di campionamen-
to dipendano probabilmente dal-
la variabilità dei campioni e non 
siano correlate a una reale per-
dita d'acqua. L'umidità è rima-
sta abbastanza costante nel tem-
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po. Infatti si attesta a valori com-
presi tra 59,21% e 61,88% e tali 
differenze dipendono dal diverso 
campione analizzato, più che a un 
effetto dovuto all’assorbimento o 
a perdita di umidità.

Per quanto riguarda il conte-
nuto di sale e la WPS, la lettera-
tura sottolinea l'importanza di 
considerare un valore di WPS del 
3,5% come valore minimo in gra-
do di impedire la crescita di Clo-
stridium botulinum tipo E, psi-
crotrofo, a temperature di con-
servazione inferiori a 4,4°C (15). 
In questo studio, i valori di sale e 
WPS variavano durante il periodo 
di conservazione senza mostra-
re una tendenza specifica, indi-
cando che le differenze osserva-
te dipendono solo dalla variabi-
lità dei campioni. Il contenuto di 
sale è stato influenzato dalla va-
riabilità dei campioni e dalla pro-
cedura di salatura; per questi mo-
tivi la diminuzione osservata non 
può essere considerata un trend 
ma un'eterogeneità casuale dei 
campioni. I valori di WPS osserva-
ti, strettamente correlati alla per-
centuale di sale presente, varia-
vano da 4,1 al 5,2% (Tab. 5). Tali 
valori soddisfano ampiamente i li-
miti posti dal CFSAN (15) che indi-

ca come debbano devono essere 
superiori o uguali a 3,5%.

Del resto dalla letteratura 
emerge che un prodotto ittico af-
fumicato deve assicurare la sua 
salubrità durante tutto il tem-
po di conservazione e fino al mo-
mento del consumo. In questo 
frangente un valore di WPS supe-
riore a 3,5% assicura l’inibizione 
della germinazione delle spore di 
Clostridium botulinum psicrotro-
fo. Bernardi et al., (6,7) hanno ri-
portato valori WPS in salmone af-
fumicato in Italia pari al 4,93%, 
mentre nei prodotti francesi le 
medie erano inferiori ma ancora 
intorno al 4% (24,45). È probabi-
le che l’alto valore di WPS possa 
aver influito sulla crescita di CBT 
e LAB nei campioni di branzino af-
fumicato testati. Infatti, tali valori 
sono nettamente inferiori a quelli 
osservati da Bernardi et al. (6) in 
salmoni affumicati con WPS infe-
riori o uguali al 3,5%.

I valori di TBARS (rancidità) 
non sono aumentati (Tab. 5) e 
sono rimasti a livello massimo di 
6,6 nmol/g alla fine della conser-
vazione (60 giorni). Tuttavia nel 
tempo si è osservato un incre-
mento di tale parametro. Infatti, 
a 0 giorni i valori di TBARS erano 

a livello di 5,5 e 6,1 nmoli/g, poi 
sono cresciuti sensibilmente rag-
giungendo livelli di 6,4-6,6 nmo-
li/g (p>0,05). Secondo diversi au-
tori (16,62), i prodotti alimenta-
ri non risultano rancidi quando i 
valori di TBARS sono < 8 nmol⁄g 
di campione, leggermente ranci-
di quando il TBARS è compreso 
tra 9-20 nmol⁄g, e rancidi e inac-
cettabili quando il TBARS è > 21 
nmol⁄g. 

Di conseguenza tutti i cam-
pioni di branzino affumicato a 
freddo devono essere considera-
ti accettabili, considerato il bas-
so valore del TBARS. Del resto 
anche gli assaggiatori del panel 
non hanno percepito sentori di 
rancidità. 

I valori medi di TVB-N (Tab. 
5) sono ampiamente accettabi-
li in quanto rientrano nei parame-
tri standard dei prodotti ittici af-
fumicati, anche se le autorità cile-
ne (95) hanno stabilito un limite 
di 30 mg N/100 g per il salmone 
affumicato a freddo. Considera-
ti i dati della letteratura, un valo-
re così basso sembrerebbe irrag-
giungibile (12). 

Infatti, i branzini affumica-
ti presentavano valori medi di 
TVB-N a livello di 30,2 e 33,05 
mg N/100 g subito dopo il confe-
zionamento. A fine conservazio-
ne il TVB-N incrementava fino a 
livelli di 35,50 e 35,00 mg N/100 
g. Effettivamente nel tempo si 
è osservato un loro incremento 
significativo, che però è risulta-
to limitato a 3-5 mg N/100 g. 

Le concentrazioni finali del 
TVB-N, essendo prossimi a 35 
mg N/100g, sono nettamente in-
feriori ai valori massimi (40 mg 
N/100 g) proposti da Cantoni et 
al. (13) per il salmone affumica-
to. In ogni caso i dati riguardan-
ti il TVB-N sono diversi da quel-
li osservati da Bernardi et al., (6), 

Tabella 5: Caratteristiche chimico-fisiche di branzini affumicati a freddo addizionati* e 
non di starter 

Parametro	 Giorni

	 0	 0*	 60	 60*	

% Umidità	 59,21 ± 0,15a	 60,51 ± 0,44b	 61,88 ± 0,51b	 61,31 ± 0,25b

% NaCl	 3,3 ± 0,11a	 3,2 ± 0,60a	 3,0 ± 0,21a	 3,1 ± 0,11a

Aw	 0,970 ± 0,002a	 0,970 ± 0,001a	 0,971 ± 0,009a	 0,971 ± 0,002a

% WPS	 5,2 ± 0,03b	 5,0 ± 0,11a	 4,1 ± 0,5c	 4,8 ± 0,18d

TVB-N mg N/100 g	 30,2 ± 0,11a	 33,05 ± 1,00b	 35,50 ± 0,28c	 35,00 ± 0,28c

TBARS nmol/g	 5,5 ± 0,2a	 6,1 ± 0,2b	 6,6 ± 0,3c	 6,4 ± 0,5c

Legenda: WPS: Water Salt Phase; TVB-N: Azoto basico volatile totale; TBARS: Sostanze che reagiscono 
con l’acido tiobarbiturico. I dati rappresentano le medie ± le deviazioni standard dei campioni totali; Le 
medie con le stesse lettere, considerando ogni singolo parametro, non sono significativamente diversi 
(p<0,05). 
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che in salmoni affumicati italiani 
hanno osservato a fine shelf-life 
concentrazioni medie di TVB-N 
pari a 49,8 mg N/100 g. A onor 
del vero occorre ammettere che 
gli stessi autori hanno evidenzia-
to valori di TVB-N iniziali di circa 
38,2 mg N/100 g; concentrazio-
ni nettamente superiori a quelli 
osservati a tempo 0 nei filetti di 
branzino affumicato. Anche Leroi 
et al. (68,70) osservarono valo-
ri di TVB-N pari a 52,8 mg N/100 
g; valori nettamente superiori a 
quelli osservati in questa sede.

Analisi sensoriale 
dei filetti di branzino 
affumicati a freddo

L'accettabilità sensoriale dei 
campioni addizionati o meno di 
starter è stata determinata dal 
test triangolare. La giuria era 
composta da 20 valutatori non 
professionisti. Tutti non hanno 
percepito alcuna differenza sen-
soriale tra i campioni addizionati 
e non di starter LAK-23. Infatti, i 
2 campioni valutati non sono stati 
riconosciuti diversi. Dal confronto 
dei campioni oggetto dell’analisi 
è emerso che appartenevano ad 
unico campione. Pertanto lo star-
ter non ha modificato profonda-
mente le caratteristiche senso-
riali del prodotto a cui è stato ad-
dizionato. Infatti, i filetti di bran-
zino affumicato a freddo inocula-
ti con la coltura bioprotettiva non 
hanno presentato odori e sapori 
tipici del deterioramento, patine 
bianche o viscose, slime, decolo-
razioni o imbrunimenti. Lo stesso 
dicasi per i campioni non trattati 
(controllo). Il panel non ha indivi-
duato alcuna differenza del colore 
in tutti i campioni indipendente-
mente dalla presenza o meno del-
lo starter.

Conclusioni
Dai risultati ottenuti si con-

ferma che L. monocytogenes può 
essere isolata da prodotti itti-
ci affumicati a freddo. Tali pro-
dotti sono caratterizzati da una 
composizione chimico-fisica in 
grado di supportarne la cresci-
ta. Infatti, presentano un valo-
re di pH superiore a 5,8 unità, un 
valore di Aw superiore o uguale 
a 0,97 e un valore di umidità pari 
al 59-60%. Solitamente la con-
taminazione iniziale, derivante 
dalla materia prima, dall’uomo e 
dall’ambiente di trasformazione, 
è limitata a poche cellule per g di 
prodotto. 

La tecnologia di trasformazio-
ne basata sulla salatura, sull’af-
fumicamento a freddo, sul confe-
zionamento in sottovuoto e sul-
la refrigerazione non è in grado di 
eliminare il pericolo rappresenta-
to da L. monocytogenes. 

Dai risultati ottenuti si evin-
ce che i valori di Aw dei branzini 
affumicati a freddo non sono mai 
inferiori a 0,98 e il pH non scende 
al di sotto delle 5,0 unità. Di con-
seguenza può supportare la cre-
scita di L. monocytogenes. Per 
ovviare a ciò suggeriamo l’impie-
go di starter bioprotettivi. 

I LAB, contenuti nello star-
ter aggiunto, sono cresciuti per 
tutto il periodo di conservazio-
ne ed hanno prodotto una lieve 
diminuzione della concentrazio-
ne del patogeno. Infatti, in tutte 
le prove eseguite in cui la coltura 
bioprotettiva LAK-23 è stata ag-
giunta, non c’è stato alcun incre-
mento del numero di colonie di 
L. moncytogenes; al limite la sua 
concentrazione si è mantenuta 
costante. Si conclude che l’uso di 
colture starter e/o bioprotettive 
per la preparazione di branzini 

affumicati a freddo possa contri-
buire a impedirne la crescita. 

Pertanto, alla luce dei dati ot-
tenuti e nonostante il prodotto 
considerato non abbia un pH≤4,4 
o Aw≤0,92 o pH≤5,0 e Aw ≤0,94, 
come cita il Regolamento CE 
2073/2005 (51) al quale faccia-
mo riferimento, possiamo scien-
tificamente affermare che i bran-
zini affumicati a freddo addizio-
nati di starter bioprotettivi non 
costituiscono terreno favorevo-
le alla crescita di L. monocytoge-
nes. Conseguentemente tali pro-
dotti potrebbero agevolmen-
te rientrare nella categoria 1.3 
(Alimenti pronti che non costi-
tuiscono terreno favorevole alla 
crescita di L. monocytogenes di-
versi da quelli destinati ai lattan-
ti e a fini medici speciali), dove 
è ammessa una concentrazione 
massima di L. monocytogenes di 
100 UFC/g. 

Infine l’uso degli starter non 
ha modificato la qualità sensoria-
le dei branzini affumicati a freddo 
a cui sono stati aggiunti.
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