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1 INTRODUZIONE

Per la conservazione del prodotto ittico fresco, sia a bordo dei pescherecci sia a terra nei
vari passaggi commerciali della filiera, L pratica comune | abbinamento della refrigerazione
all utilizzo della ghiacciatura, ottenuta inserendo ghiaccio, d acqua dolce o salata, in scaglie,
grani o cubetti, nelle cassette del pesce, le quali possono essere di diverso materiale: legno
(per il solo pesce azzurro), plastica o polistirolo, ma tutte rigorosamente forate, per consentire
| evacuazione dell acqua di fusione del ghiaccio, come prescrive la normativa per questa
modalit di mantenimento (punto 3, cap. VI, e punto 4., Cap.VIII dell Allegato al D.L.vo
n.531/92 e punto 4. Cap.lll, A., Sez.VIII, All. 111 del Reg.853/2004).

Da alcuni anni si sta diffondendo un ulteriore metodo di conservazione del prodotto, che
comporta | uso di una miscela di acqua e ghiaccio anzich@ di solo ghiaccio, e quindi | uso di
contenitori non forati, costituiti da cassette in polistirolo aperte; in fase di distribuzione poi,
questi contenitori sono sostituiti da quelli tradizionali, e viene ripristinato il ghiaccio al posto

della miscela.

Questo sistema, che inizialmente L stato utilizzato a bordo dei pescherecci, ed oggi sta
prendendo piede anche a terra, in modo particolare per il trasporto, viene attualmente richiesto

ai nostri produttori soprattutto per le esportazioni di pesce azzurro verso la Spagna.

Sono sorte polemiche sull introduzione di questo sistema di mantenimento, e | Autorit
Sanitaria nazionale si £ pronunciata negativamente in relazione all uso di contenitori non
forati, e di conseguenza alle pratiche che necessariamente ne fanno uso (acqua + ghiaccio;

acqua + sale), ritenendole non conformi a quanto richiesto dal D. L.vo n.531/92.

Inoltre si sono sollevate perplessit sull efficacia e sull igienicit di questa pratica di
conservazione, anche se esistono studi scientifici recenti che hanno dimostrato la validit del

sistema, sia a bordo che in fase di trasporto (Careche M. et al., 2001).

Il nuovo Regolamento CE n. 853/2004 del 29 aprile 2004, che stabilisce norme specifiche
in materia di igiene per gli alimenti di origine animale e che fa parte dell insieme di norme
comunitarie (pacchetto igiene) recentemente emanate in materia igienico sanitaria, ha
introdotto | uso del confezionamento in acqua e ghiaccio, per cui i prodotti della pesca, sia
interi, sia sviscerati, possono essere trasportati e conservati in acqua refrigerata a bordo delle

navi. Sipu continuare a trasportarli in acqua refrigerata dopo lo sbarco, e dagli impianti di



acquacoltura fino all arrivo al primo stabilimento a terra: qui il prodotto deve essere posto
sotto ghiaccio. Gli stabilimenti che effettuano attivit di trasporto e di selezionatura
(calibratura) possono continuare a mantenere i prodotti in acqua refrigerata ( acqua e
ghiaccio) fino all arrivo in uno stabilimento di trasformazione, preparazione o deposito e

comungue con esclusione della vendita al dettaglio.

Al fine di avere ulteriori dati e riscontri sulla conservazione del pesce azzurro in acqua e
ghiaccio, nelle fasi successive allo sharco, e poter cos supportare i produttori nella loro
richiesta di usufruire di questa tipologia di mantenimento, £ stato predisposto questo
programma di ricerca, non esaustivo, ma volto ad identificare eventuali problematiche di

rilievo di ordine igienico sanitario o qualitativo.

Per verificare la bont del metodo di conservazione in acqua e ghiaccio si L pensato di
metterlo a confronto con quello tradizionale, consistente nella ghiacciatura del prodotto

incassettato in contenitori di polistirolo forati.

E stata inoltre inserita la rilevazione dei parametri previsti nel presente studio anche nel
pesce estratto dalla miscela acqua-ghiaccio e mantenuto successivamente per 24 ore con il
sistema tradizionale, per evidenziare eventuali modifiche delle caratteristiche del prodotto

dovute al cambiamento del mezzo di conservazione.

L indagine t stata svolta sulla specie alice o acciuga Engraulis encrasicolus.

2  OBIETTIVI DELLA RICERCA
L indagine si L proposta di:

approfondire le conoscenze sulle pratiche di conservazione, tradizionali ed innovative, del

pesce azzurro,

rappresentare un supporto per gli operatori, con indicazioni sulle procedure e modalit
operative corrette da seguire nella conservazione del prodotto mediante | utilizzo della

miscela di acqua e ghiaccio;

fornire uno strumento per il miglioramento delle pratiche operative effettuate a bordo dei

motopescherecci che effettuano la pesca del pesce azzurro;

produrre evidenze scientifiche per gli organi di controllo, tramite la verifica dell efficacia

dal punto di vista igienico-sanitario del sistema di conservazione in acqua e ghiaccio, non



espressamente citato nella Direttiva CE 493/92, e considerato invece nella nuova
normativa comunitaria di riferimento per la produzione e la commercializzazione dei

prodotti della pesca;

diffondere nel settore della pesca la consapevolezza della necessit di operare con il

supporto di basi scientifiche, sostituendo | empirismo con la verifica tecnico-scientifica.

2.1 Obiettivi Specifici

Nello specifico, il progetto si L proposto di:

approfondire la conoscenza sulle variazioni della flora microbica presente nel prodotto
in relazione all utilizzo delle diverse tipologie di mantenimento del pescato consistenti
nella ghiacciatura tradizionale e nell uso di una miscela di acqua e ghiaccio a supporto

della refrigerazione ottenuta con impianti frigoriferi;

e determinare, in rapporto alle due tipologie di mantenimento, la variazione delle
principali caratteristiche chimiche correlate con la valutazione dello stato di

conservazione del pescato;

« verificare eventuali differenze riguardo le caratteristiche organolettiche del prodotto

conservato in ghiaccio e miscela di acqua e ghiaccio;

e indagare eventuali modifiche delle caratteristiche microbiologiche, chimiche e
organolettiche del prodotto dovute al cambiamento del mezzo di conservazione

utilizzato lungo la catena del freddo;

e valutare, limitatamente alla specie indagata, la possibilit di integrare o sostituire la
corrente pratica di conservazione in ghiaccio con la conservazione in miscela di acqua

e ghiaccio.

3 MATERIALI E METODI

3.1 Metodologia generale e articolazione in fasi

Il progetto L stato realizzato nell ambito della marineria di Rimini, con il coinvolgimento

dell Associazione Produttori Consorzio Linea Azzurra di Rimini per quanto riguarda la fase



operativa, relativamente alla verifica delle procedure di lavorazione a bordo e

confezionamento allo sbharco, al reperimento e allo stoccaggio dei campioni di pesce azzurro.

La specie su cui t stata effettuata | indagine £ | alice o acciuga (Engraulis encrasicolus),

partendo dalla considerazione che £ quella per cui pig spesso viene utilizzata come modalit

di conservazione la miscela di acqua e ghiaccio, specialmente per il trasporto.

Le attivit sono state cos suddivise:

e registrazione e valutazione delle variazioni di temperatura nel tempo del prodotto

conservato secondo le due metodologie previste, mediante | utilizzo di data-logger;
e caratterizzazione iniziale del prodotto dal punto di vista nutrizionale e biometrico;

e determinazioni analitiche sulle alici conservate sia in solo ghiaccio che in miscela
acqua-ghiaccio, comprendenti: analisi microbiologiche, chimiche e organolettiche, per
la verifica dell incidenza delle diverse modalit di conservazione del prodotto rispetto
alle caratteristiche iniziali; tali determinazioni sono state estese anche al prodotto
estratto dalla miscela acqua-ghiaccio e mantenuto successivamente per 24 ore con il
sistema tradizionale, per evidenziare eventuali modifiche delle caratteristiche del

prodotto dovute al cambiamento del mezzo di conservazione;
« elaborazione dati ottenuti dalla fase sperimentale e stesura della relazione finale;

« diffusione dei risultati alle categorie interessate.

La ricerca ha avuto inizio il 01 luglio 2004; per le attivit programmate, sopra descritte, t

stata prevista un articolazione in tre fasi:

Fase 2 mesi

reperimento e preparazione materiali e attrezzature necessari alla conservazione in ghiaccio
ed in miscela acqua-ghiaccio dei campioni ed all esecuzione delle determinazioni
analitiche;

predisposizione data-base e modulistica per la raccolta e | elaborazione dei dati
campionari;

organizzazione della logistica relativa al trasporto e allo stoccaggio dei campioni.



Il Fase - 12 mesi

e uscite in mare per la verifica delle pratiche operative effettuate a bordo dei
motopescherecci durante le operazioni di pesca del pesce azzurro;

» prelievo periodico di campioni di alici allo sbarco;

» rilevazione e registrazione temperatura campioni prelevati e stoccati a temperatura di
refrigerazione;

e analisi di laboratorio relativamente ai parametri microbiologici, chimici, organolettici,

nutrizionali e biometrici prescelti.

111 Fase - 4 mesi
» elaborazione dati;
» stesura della relazione finale;

« diffusione dei risultati.

3.2 Modalit di campionamento

Nel corso della sperimentazione sono stati condotti 6 campionamenti nell arco di 12 mesi,

in periodi stagionali diversi, a partire da Luglio 2004, riassunti in Tabella 1.

In corrispondenza di ogni campionamento, il prodotto L stato prelevato allo sbarco nei
contenitori normalmente utilizzati dai pescatori per le due differenti modalit di
conservazione, con | aggiunta rispettivamente di ghiaccio e miscela acqua e ghiaccio, nei

quantitativi usualmente aggiunti dagli operatori.

Sono stati prelevati ogni volta n 10 campioni, costituiti da cassette di alici di circa 7 kg

ciascuna, di cui:
n 4 cassette con prodotto conservato in cassette forate con ghiaccio
n 6 cassette con prodotto conservato in cassette non forate con acqua e ghiaccio.

Sui campioni di alici trasportati e stoccati a temperatura di refrigerazione nel laboratorio
della M.A.R.E. scarl, sono state effettuate le verifiche analitiche relativamente a tre tipologie
di conservazione: campioni conservati in solo ghiaccio, campioni conservati in miscela acqua-
ghiaccio e campioni ottenuti in laboratorio da prodotto estratto dalla miscela acqua-ghiaccio
rispettivamente dopo 1, 2, 3 giorni e mantenuto successivamente per 24 ore con il sistema
tradizionale (Tabella 1 e Tabella 2).



Tabellal Mesidi campionamento e tipologie dei campioni

MESI DI TIPOLOGIA DI CONSERVAZIONE CODICE
CAMPIONAMENTO

Luglio 2004 Conservazione con ghiaccio (©)]
Ottobre 2004

Dicembre 2004 Conservazione con acqua e ghiaccio (AG)
Gennaio 2005

Marzo 2005 Conservazione con acqua e ghiaccio per 24 h (AG24)

Maggio 2005 + conservazione con ghiaccio per 24 ore

Tabella2 Numero e tipologia di campioni analizzati ad ogni tempo per ogni campionamento

GIORNI DALLO N. CAMPIONI PER TIPOLOGIA TOTALE
SBARCO CAMPIONI
| | * | AGE* | AG2AF* |
0 1 1
|2 1 1 1 3
3 1 1 1 3
4 1 1 1 3
| | | | |10

*G= campioni conservati in ghiaccio - **AG= campioni conservati in acqua e ghiaccio - ***AG24= campioni
conservati in acqua e ghiaccio e successivamente in ghiaccio

I campioni sono stati analizzati al momento dello sbarco (TO0), e, rispettivamente, a 2 (T2),
3 (T3), 4 (T4) giorni dallo sbarco per le tre diverse tipologie di conservazione, per osservare
le variazioni nel tempo delle caratteristiche microbiologiche, chimiche e organolettiche: al TO
non sono state fatte distinzioni tra le tipologie, in quanto questo campione rappresenta la
condizione iniziale del prodotto prima del successivo mantenimento. Su tale campione sono

stati effettuati anche i rilievi di tipo nutrizionale.

Al momento dello sbarco t stato prelevato anche un campione della miscela di acqua e
ghiaccio e un campione del ghiaccio pronti all uso, per verificare la rispondenza delle
caratteristiche microbiologiche e chimiche iniziali ai parametri richiesti per legge dal D.Lgs.
31/2001, a cui sono stati aggiunti i parametri microbiologici Cariche batteriche totali a 22

C e Cariche batteriche totali a 37 C , come indicato in Tabella 3:



Tabella3 Determinazioni effettuate su acqua e ghiaccio utilizzati per la conservazione dei campioni.

PARAMETRI CHIMICO-FISICI

PARAMETRI MICROBIOLOGICI

Nitrati Escherichia coli

Nitriti Coliformi totali

lone Ammonio Carica Batterica totale a 22 C
pH Carica Batterica totale a 37 C
Colore Odore Sapore

Conduttivit

Torbidit

3.3 Valutazione delle variazioni di temperatura nel tempo del prodotto confezionato

Per testare | efficacia delle diverse modalit di conservazione nei riguardi del
mantenimento delle temperature di refrigerazione, sono state registrate le temperature del
prodotto dal momento dell incassettamento allo sbarco fino a quello delle analisi tramite
termometri in grado di registrare le variazioni di temperatura in relazione al tempo trascorso

(data-logger TESTOSTOR 175, Testo spa).
In particolare sono stati inseriti, in cassette opportunamente contraddistinte:
e un data logger per il campione da conservarsi in ghiaccio, indicato come G-T4

e quattro data logger per i campioni da conservarsi in acqua e ghiaccio, di cui uno per il
campione indicato come AG-T4 e uno per ogni campione indicato come AG24-T2,
AG24-T3, AG24-T4.

| data logger venivano estratti dalle cassette al momento delle analisi in laboratorio, ciot al
quarto giorno per i campioni indicati come G-T4 e AG-T4, e al secondo, terzo e quarto giorno
per i campioni indicati come AG24-T2, AG24-T3, AG24-T4, ed i dati scaricati e inseriti in
data base tramite software dedicato.



3.4 Caratterizzazione dei campioni in termini analitici

3.4.1 Analisi nutrizionali e biometriche

Il prodotto t stato caratterizzato dal punto di vista dei caratteri nutrizionali: poicht tali
caratteri non sembrano essere influenzati dalla tipologia di conservazione, e quindi i rilievi
hanno il solo scopo di definire la matrice di partenza, per avere ulteriori indicazioni circa gli
aspetti qualitativi del prodotto, t stato utilizzato un unico campione di pescato al momento
dello sbarco per ogni campionamento.

La caratterizzazione biometrica invece t stata effettuata contemporaneamente alle analisi
organolettiche, descritte pig oltre, e quindi per tutte le tipologie di conservazione monitorate

nel tempo.

In particolare le prove condotte sono riassunte nella tabella seguente (Tabella 4).

Tabella4 Parametri biometrici e nutrizionali ricercati e metodi analitici applicati

Ricerca/determinazione H Metodo impiegato

Analisi nutrizionali

Contenuto in proteine Chemical methods Manual of Canadian food
Inspection Agency, cap 2 sez 3.

Contenuto in lipidi Method 945,16 AOAC Official Methods of Analisis
Modificato.
Contenuto in acqua Chemical methods Manual of Canadian food

Inspection Agency, cap. 2 sez.2

Contenuto in ceneri Chemical methods Manual of Canadian food
Inspection Agency, cap. 2 sez.1

Contenuto in carboidrati Ottenuti per calcolo.
e —
Analisi biometriche:

- lunghezza, espressa al mm inferiore
- peso totale, espresso al g inferiore

La caratterizzazione nutrizionale del prodotto t stata condotta per avere, oltre a quelle
rintracciabili in bibliografia, ulteriori indicazioni circa il profilo nutrizionale di questa specie

ittica e le sue fluttuazioni stagionali.

Le analisi nutrizionali, condotte per i campioni di alici al TO, sono di seguito descritte.



DETERMINAZIONE DEL CONTENUTO IN PROTEINE

Il campione da analizzare t stato accuratamente omogeneizzato, quindi L stata pesata una

quantit di 0,8-1 g di omogeneato.

Il campione t stato trasferito in un provettone Kjieldhal, poi sono stati aggiunti in sequenza
18 g di K;SOy4, 1 g di CuSQy, 5-6 palline di vetro e 15 ml di H,SO,4 concentrato.

A questo punto il provettone Lt stato trasferito nell apposita unit di digestione delle
proteine, modello DK6 della Velp Scientifica. La digestione L stata condotta a 420 C per circa

20 minuti; a digestione avvenuta la soluzione appariva incolore.

Terminata la digestione, dopo raffreddamento della soluzione, L stata effettuata la
distillazione, nell apposita unit , modello UDK 126D della Velp Scientifica. E stato inserito
un matraccio Erlenmeyer contenente 25 ml di soluzione al 4% di acido borico sulla
piattaforma dell unit di distillazione, ed il provettone col campione digerito, a cui sono stati
aggiunti 50 ml di NaOH 35% con sistema automatico d immissione. Si £ proceduto quindi
con la distillazione, raccogliendo almeno 100 ml di distillato nel matraccio.

Successivamente t stata effettuata la titolazione, aggiungendo 10 gocce di indicatore di
Tashiro (preparato sciogliendo 0,6 g di rosso metile in 50 ml di alcol etilico al 95% e
mescolandoli con una soluzione di 0.1 g di blu di metilene in 50 ml di acqua distillata) e
titolando il contenuto del matraccio con HCI 0.2 N.

Calcoli:

La % di proteine sul peso tal quale = ((A*B*0,014)*6,25)/ peso in g del campione*100

con:

A = Normalit dell acido utilizzato

B = ml dell acido utilizzato

6,25 = Fattore di Conversione per le Proteine (FCP), che moltiplicato per la quantit di azoto
presente nel campione d la quantit di proteine nel campione.

Il risultato viene espresso riferendosi a 100 g di parte edibile del pescato.
DETERMINAZIONE DEL CONTENUTO IN LIPIDI

Il campione, costituito da circa 5 g di prodotto, t stato essiccato in stufa a 75-85 C per 24

ore.



Successivamente sono stati  pesati circa 3 g di essiccato, posto in un pallone

opportunamente tarato.

Sono stati poi aggiunti al campione 5 g di Na, SO, anidro. Il campione L stato poi
trasferito nel ditale per Soxhlet, chiuso con del cotone, e posto nell estrattore collegato al
pallone; successivamente b stato aggiunto etere di petrolio, montato il refrigerante sopra

| estrattore e posto a bagnomaria.

L estrazione t stata condotta per circa 4 ore, successivamente t stato rimosso il pallone e
lasciato evaporare sotto cappa per 30 minuti. In seguito il pallone L stato posto in stufa

termostatata a 120 C per 30 minuti fino a peso costante, quindi pesato (PF).

Calcoli:

PESO FINALE (PF) TARA pallone

LIPIDI TOTALI (su 100 g di campione fresco sgocciolato) = (100 % acqua)
PESO CAMPIONE SECCO
DETERMINAZIONE DEL CONTENUTO IN ACQUA

La determinazione t stata effettuata su circa 5 g di prodotto, posto in una capsula di
porcellana precedentemente tarata in stufa termostatata a 75-85 C per circa 10 minuti,

raffreddata in essiccatore e pesata.

Il campione t stato inserito nella stufa termostatata a 75-85 C per 24 ore, raffreddato in
essiccatore e pesato. La perdita di peso rappresenta la quantit di acqua del campione fresco.

DETERMINAZIONE DEL CONTENUTO IN CENERI

La determinazione t stata effettuata su 5 g di campione, posto in un crogiolo
precedentemente tarato in stufa termostatata a 75-85 C per circa 10 minuti, raffreddato in
essiccatore e pesato.

Il campione L stato poi carbonizzato su fiamma, quindi calcinato in muffola a 600 C sino
all ottenimento di ceneri bianche. Il crogiolo t stato pesato dopo raffreddamento; il risultato

stato poi riportato a 100 g di parte edibile.
DETERMINAZIONE DEL CONTENUTO IN CARBOIDRATI

Il contenuto in carboidrati £ determinato per calcolo, sottraendo i valori ottenuti nella

determinazione degli altri principi nutritivi.
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3.4.2  Analisi microbiologiche, chimiche ed organolettiche

Allo scopo di evidenziare eventuali variazioni nel tempo dei parametri microbiologici,
chimici ed organolettici del prodotto in relazione alle diverse tipologie di conservazione
indagate (ghiacciatura tradizionale, miscela di acqua e ghiaccio, miscela di acqua e ghiaccio
seguita da un mantenimento per 24 ore con il sistema tradizionale), L stata condotta, allo
sbarco del prodotto, e dopo due, tre quattro giorni dallo sharco, una serie di determinazioni
analitiche riassunte nella seguente tabella (Tabella 5):

Tabella 5 - Parametri analitici ricercati nelle diverse tipologie di prodotto

PARAMETRI CHIMICI PARAMETRI PARAMETRI PARAMETRI
MICROBIOLOGICI ORGANOLETTICI BIOMETRICI
TVB-N- Azoto basico Enterobatteriaceae Caratteri organolettici | Lunghezza
volatile totale Batteri Solfito previsti ai sensi Reg. | pego
TMA-N- Trimetilammina | produttori FEBN.P2406/96 All.to
TMAO-N- Ossido di Pseudomonas spp. i e5ce azzUrro
Trimetilammina Vibrio

DAM- dialdeide malonica | parahaemolyticus
Listeria monocytogenes

Carica batterica totale
aerobi mesofili

ANALISI ORGANOLETTICHE

L'analisi organolettica t stata introdotta allo scopo di valutare le modificazioni delle
caratteristiche sensoriali dei prodotti nel tempo ovvero durante la conservazione, per

evidenziare eventuali differenze tra le varie tipologie di conservazione.

E'’ stato applicato il test previsto dal Regolamento CE N. 2406/96 nell'Allegato | - B. Pesce
azzurro, per i descrittori sensoriali Pelle, Muco cutaneo, Occhio, Branchie, Odore branchie,
Opercoli e Consistenza della carne, per i quali sono definite le categorie di freschezza Extra,

A, B e Non ammesso (Tabella 6).

Le tabelle contenute nell Allegato del Regolamento CE N. 2406/96 che stabilisce norme
comuni di commercializzazione per taluni prodotti della pesca , si applicano per una serie di
parametri organolettici, diversi a seconda dei gruppi di prodotti, e prevedono la definizione
delle categorie di freschezza Extra, A, B, Non Ammesso in funzione dei criteri di valutazione

specifici per ciascun prodotto o gruppo di prodotti.
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Quando i criteri adottati nel Regolamento non sono apparsi sufficienti, o non aderenti alla
specie esaminata, sono state apportate integrazioni e modifiche ai parametri descritti,
avvalendosi delle indicazioni contenute nelle Linee Guida per la valutazione della freschezza
dei prodotti della pesca interi con il metodo Quality Index Method (QIM) (WWW.qim-
eurofish.com). Il sistema QIM si basa sull identificazione di alcuni indici sensoriali
significativi per la determinazione della qualit del pesce, valutati rispetto ad una scala di
punti: la valutazione complessiva degli esemplari esaminati si ottiene dalla somma dei punti

ottenuti per i singoli parametri.

In questo caso t stato inserito il descrittore Addome, non presente nell Allegato | - B, in
quanto indicativo, a nostro avviso, dello stato di freschezza delle alici, come previsto dal
QIM, e sono stati in parte modificati i descrittori Branchie e Opercoli, come in seguito

specificato (Tabella 7).
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Tabella 6 - Reg. (CE) n. 2406/96 All.to I - B. Pesce azzurro: tabella di valutazione della freschezza

B. PESCE AZZURRO

Criteri Categoria di  freschezza
Hxira A 5 Non arnassa
Falle Figmenio Fardita di Spenta, senza | Figmentazione
cangianie, fucentezza @ fuceniazza, colori |molic spenta; la
colort vivi, aspeilo meno slavaii; la palle fa \pelle comincia o
brillanti,con briflanta; colori | delle pieghe se =i |staccarsi el
tendenza all’ pin’ smarti; incnrva i pasce carne
iridescanza,; natta | minars differenza
differenza tra tra suparficie
superficie dorsale | dorsale e venirale
e ventrale
Muca Cutansa Aequasa, Laggermants Lattiginaso Muca grigia-
Trasparents torbida giallagnalio,
apaca
Consistenza  della | Molio  soda | Assai rigida, soda | Leggerments Malle
carng Figicla malle { faceida ):
Opereoli Argantati Argantati, Imbrunimento  ed | Giallognoli
leggarmenia gstase  soffusion
caloraii di rasso o| ematiche
di marraone
Oeckio Convesso Convesso ¢ Fiatto, pupilla Concave al
{ sporgenie ); leggearmenis offuscata; centro; pupilla
pupille blu-nera | infossato; pupilla | soffusiont grigia; corned
briliante; ascura,; corned ematichs aitorne | latiiginosa
“palpebra” leggarments all” acchio
trasparante apalescants
Branchis Colore uniforme | Colore meno vivo; | In via di fiiia Tiallognole ; muco
dat rosse soura a | pin” pallide sui decalorazions ; lattiginasn
POrporasengi Bordi.muco FILICE Opacs
i Tinle] trdsparente
Odore delle Fresco, di alghe | Semza odore di Odare grassa, Marcio acre
branchis marine piccanie, | alghe leggarmenie
salso marineg odore solforose
neuira i ritagli i bacon
rancide o di frutia
FRArCIE

In corrispondenza di ogni campagna di pesca le analisi sono state effettuate su 20 alici per
ogni tipologia di campione (G, AG, AG24), ai vari tempi: TO, T2, T3, T4. Per una tipologia di
campione alla volta, sono stati prelevati dalle cassette conservate in refrigeratore gli
esemplari, estratti in modo casuale; questi campioni sono stati sistemati su un piano di lavoro

e ordinati uno parallelo all'altro in ordine di taglia decrescente.

Trascorsi cinque minuti, il tempo necessario per climatizzare i pesci alla temperatura

ambiente, di ognuno sono stati annotati lunghezza totale e peso e successivamente si t
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proceduto ad assegnare la categorie di freschezza prendendo in considerazione un descrittore

sensoriale alla volta, seguendo I'ordine e gli accorgimenti di seguito riportati (Tabella 7):

Tabella 7- Criteri adottati per | applicazione del Regolamento CE N. 2406/96

Metodica

Commenti

Il pesce viene osservato su ogni lato e dall’estremit
caudale a quella cefalica

Risulta evidente, quando presente, la
pigmentazione viva, cangiante e dotata di
lucentezza.

Mediante I'utilizzo di una spatolina a punta ricurva,
si raccoglie con estrema delicatezza il muco su una
superficie laterale

Si ritiene che questo descrittore possa venire
tralasciato per la specie in esame, visto che
esso £ cos poco evidente che non t facile
scorgerne dei cambiamenti.

Su una superficie laterale a met tra la fine della
cavit addominale e linizio della pinna codale si
imprime una pressione sulla carne mediante il dito
indice e si osserva la reazione della carne stessa, la
quale pu ritornare  immediatamente  nella
condizione originaria oppure manifestare la
permanenza dell'impronta (fovea)

La tecnica dell'impronta d indicazioni chiare
sulla consistenza della carne, I'unico
accorgimento da adottare t il dosaggio
omogeneo della pressione imposta.

| caratteri di curvatura dell'intero organo,
brillantezza della pupilla e trasparenza della cornea
vengono verificati su entrambi gli occhi

Tutti e tre i caratteri devono essere osservati
contemporaneamente dal momento che per
ognuno si possono verificare delle condizioni
che non permettono la corretta lettura del
fenomeno: la piattezza dell'occhio potrebbe
essere determinata dallo  schiacciamento
dovuto allo stivaggio; l'opacit della pupilla
potrebbe derivare dal contatto diretto del
ghiaccio sul cristallino in grado di denaturare il
contenuto proteico; la trasparenza della cornea
potrebbe non emergere a causa di uno
sversamento emorragico da parte di capillari.

Si controlla la presenza di una macchiolina sugli
opercoli, che inizialmente t assente o poco evidente
(macchia tipica), poi diviene marrone-rossastra,
quindi si estende a tutto | opercolo, con estese
soffusioni ematiche

Gli opercoli generalmente sono perfettamente
argentati solo al TO, ma pu essere presente
una macchia tipica, che si scurisce nel tempo;
le caratteristiche descritte nell'ambito delle
diverse categorie di freschezza si applicano
bene alla specie Engraulis encrasicolus,
tenendo conto di questo fattore.

Le arcate branchiali vengono osservate nel colore e,
mediante I'utilizzo di una pinzetta, nella presenza e
aspetto di muco

Le caratteristiche descritte nellambito delle
diverse categorie di freschezza si applicano
bene alla specie Engraulis encrasicolus,
tenendo conto che gi al TO pu essere
presente del muco, ma trasparente e in quantit
modesta

Con lausilio di un bisturi, tenendo il pesce con la
parte ventrale rivolta verso l'alto si procede
all'apertura dell'opercolo branchiale e distensione
delle arcate branchiali, odorandole

Le caratteristiche descritte nellambito delle
diverse categorie di freschezza si applicano
bene alla specie Engraulis encrasicolus.

1 Pelle

2 Muco cutaneo

3 Carne

4 Occhio

5 Opercoli

6 Branchie

7 Odore
Branchie

8 Addome

Viene osservata |integrit e la consistenza
dell addome, che passa da integro e sodo a molle,
in procinto di rompersi, fino a rotto, spappolato.

Parametro non presente nel Regolamento. Non
si L ritenuto di utilizzare la categoria NA per
questo carattere, vista la precocit della
comparsa della rottura dell addome in questa
specie, e la difficolt di trovare situazioni
intermedie a quelle descritte con le categorie
E-A-B. Anche il QIM usa tre categorie, e non
inserisce il punteggio peggiore.

Gli esemplari sono stati tutti valutati in rapida successione da tre esaminatori esperti e/o

addestrati, in modo autonomo e senza influenze reciproche.
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In sede di elaborazione dati, L stata considerata per ogni individuo la categoria di

freschezza attribuita dalla maggioranza degli esaminatori (almeno 2 su 3).

La categoria di freschezza, Extra, A, B, Non ammesso, assegnata ai diversi descrittori
sensoriali, veniva inizialmente annotata, sotto forma di punteggio (rispettivamente 1,2,3,4) su
una scheda cartacea, poi riportata su un foglio dati Excel per la successiva elaborazione

statistica tramite il programma SPSS.
ANALISI MICROBIOLOGICHE

Allo scopo di evidenziare eventuali influenze esercitate dalla tipologia di confezionamento
sulle caratteristiche microbiologiche del prodotto, sono stati monitorati, ai tempi TO, T2, T3,

T4, i parametri descritti in Tabella 5.

E stato scelto questo tipo di profilo analitico in quanto contempla sia microrganismi in
grado di crescere a basse temperature e determinanti problemi a carico delle caratteristiche
organolettiche del prodotto, quali Pseudomonas spp e Germi totali solfito-produttori, sia
microrganismi utilizzabili come indicatori qualitativi, e quindi utili per effettuare una
comparazione tra le varie tipologie di confezionamento, quali Batteri totali aerobi mesofili ed
Enterobacteriacee, sia microrganismi patogeni, la cui assenza t importante per la salubrit del

prodotto, quali Listeria monocytogenes e Vibrio parahaemolyticus.

La ricerca di Vibrio parahaemolyticus t stata effettuata considerando | ampia distribuzione
del genere Vibrio negli ambienti marini (Ripabelli et al., 1997) e la riconosciuta attivit

patogena di alcune specie (V. parahaemolyticus, V. vulnificus, V. cholerae).

Vibrio parahaemolyticus infatti rappresenta un microrganismo autoctono” o “indigeno”,
ovvero fisiologicamente presente nelle acque, la cui presenza all’'origine £ del tutto inevitabile.
Listeria monocytogenes L un patogeno “emergente™ in quanto solamente nell'ultimo decennio
la listeriosi £ emersa come unaffezione a trasmissione alimentare. In particolare la sua
spiccata psicrofil a ne accresce l'interesse nell'ambito dei prodotti ittici, dove la conservazione
refrigerata costituisce un'imprescindibile condizione per la conservazione delle caratteristiche

qualitative del prodotto.

Il conteggio dei germi aerobi mesofili viene utilizzato in diversi paesi per definire la
qualit igienica dei prodotti ittici (APHA, 1992), per cui pu essere un parametro utile per

confrontare | influenza della tipologia di confezionamento sull ecologia del prodotto; mentre
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il conteggio dei germi aerobi a 25 C su Iron Agar (IA) permette, grazie alla presenza di
Tiosolfato di sodio e L-cisteina, di evidenziare quella quota di popolazione batterica

produttrice di H,S, come indicato da Gram et al. (1987).

Pseudomonas spp. L stato ricercato in considerazione della sua elevata rappresentativit

nella microflora alterativa globale dei prodotti ittici, sia iniziale che successiva.

| batteri appartenenti alla famiglia delle Enterobattericeae sono stati ricercati sia percht
indicatori di contaminazione fecale, e quindi di possibile presenza di batteri patogeni quali
Salmonella spp., sia perch@ molti microrganismi in grado di degradare | amminoacido istidina
formando istamina fanno parte della famiglia delle Enterobattericeae. Considerando che la
formazione di istamina t problematica in prodotti caratterizzati dal contenere alti livelli
dell amminoacido istidina nel muscolo (Kim S. et al., 1999), quali le alici, risulta interessante
il monitoraggio della crescita di questi microrganismi nel tempo per le varie tipologie di
confezionamento adottate.

Nella Tabella 8 si riportano i metodi impiegati per le singole determinazioni:

Tabella 8 - Parametri microbiologici ricercati e metodi analitici applicati

RICERCA/DETERMINAZIONE METODO IMPIEGATO
Vibrio parahaemolyticus - ricerca qualitativa 1SO 8914:1990 (E)
Listeria monocytogenes - ricerca qualitativa 1SO 11290-1:2004
Enterobatteriaceae - ricerca quantitativa AFNOR 3M01/06-09/97

HPB Method - MFHPB 33/97 Health

Conta totale germi mesofilia 37 C Protection Branch - Government of Canada

Gram et al. (1986). International Journal of
Food Microbiology 4 (1987) 65-72

Pseudomonas spp. - ricerca quantitativa AFNOR, Aprile 1998-NF V 04-504

Conteggio germi totali solfito produttori

ANALISI CHIMICHE

Allo scopo di evidenziare eventuali influenze esercitate dalla tipologia di confezionamento
sulle caratteristiche chimiche del prodotto, sono stati monitorati, ai tempi TO, T2, T3, T4, i

parametri descritti in Tabella 5.

Infatti, nell accertamento dello stato di freschezza e di conservazione dei prodotti ittici,
accanto alla valutazione delle caratteristiche organolettiche, il ricorso ad analisi chimiche

permette di avere una visione pig ampia del profilo qualitativo dei prodotti stessi, come
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riportato nell Allegato I, Cap.V del D.L.vo 531/92: Se | esame organolettico fa sorgere
dubbi sulla freschezza dei prodotti della pesca, si pu ricorrere ai controlli chimici o
microbiologici . Tra i parametri chimici utilizzabili, sono stati scelti quelli considerati

maggiormente significativi nel caratterizzare la freschezza dei campioni analizzati.
Azoto basico volatile totale

L azoto contenuto nel pesce t principalmente presente come azoto proteico, tuttavia sono
presenti dei componenti azotati volatili come la trimetilammina e | ammoniaca, facilmente
determinabili mediante il metodo della distillazione diretta. Tali frazioni azotate si formano
durante lo stoccaggio del pesce, quando hanno inizio reazioni enzimatiche, principalmente
promosse da enzimi batterici, che implicano | incremento nel contenuto di componenti azotati

volatili.
Trimetilammina e ossido di trimetilammina

La trimetilammina (TMA) deriva dalla degradazione dell ossido di trimetilammina
(TMAO), una alchilammina quaternaria che, nel tempo, pu essere ridotta a trimetilammina,
responsabile, in quanto volatile, del tipico odore di pesce . L ossido di trimetilammina pu
essere introdotta dall animale con I alimentazione oppure pu essere di derivazione endogena,
ciok un prodotto di rifiuto metabolizzato a partire dall ammoniaca e da composti trimetilati

(metionina, betaina, carnitina, colina).

Contemporaneamente alla ricerca della TMA, nei campioni in oggetto, t stata determinata
anche la quantit di TMAO, visto che la sua concentrazione iniziale nel prodotto influenza la

quantit di TMA che si pu formare nello stesso.
Dialdeide malonica

La determinazione di questo composto (DAM) idrosolubile permette di avere indicazioni
sullo stato dei lipidi presenti nel tessuto muscolare dei pesci, indicazione particolarmente
interessante per la qualit organolettica delle alici, essendo dei pesci la cui frazione lipidica t
caratterizzata dal presentare un numero elevato di acidi grassi insaturi, pig facilmente

suscettibili a processi di ossidazione.

Questi processi danno luogo alla formazione di una vasta serie di composti in grado di
conferire al prodotto caratteristiche organolettiche scadenti, fino a renderlo non pig idoneo

all alimentazione umana. Tra questi prodotti di ossidazione, la dialdeide malonica t capace di
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indurre nella carne di pesce, gi in quantit modestissime, uno sgradevole sapore amarognolo-
pungente.

Nella Tabella 9 si riportano i metodi impiegati per le singole determinazioni, di seguito
descritti:

Tabella 9 - Parametri chimici ricercati e metodi analitici applicati

RICERCA/DETERMINAZIONE METODO IMPIEGATO

Azoto basico Volatile Totale- ABVT |AOAC 920.03 1998

Trimetilammina- TMA Met. Dyer modificato da Luise M. e A.Perna

Ossido di Trimetilammina- TMAO Met. Dyer modificato da Testa C. e G.Simoncini

Dialdeide Malonica- DAM Met. Di Tu T.C. e R.O. Sinnuber

Azoto basico volatile totale

Il campione da analizzare L stato accuratamente omogeneizzato, quindi t stata pesata una

quantit di 10 grammi di omogeneato.

Il campione L stato poi trasferito nell apposita unit di distillazione, modello UDK 126D
della Velp Scientifica. E stato inserito un matraccio Erlenmeyer contenente 25 ml di
soluzione al 4% di acido borico sulla piattaforma dell unit di distillazione, ed il provettone
col campione digerito, a cui sono stati aggiunti 50 ml di acqua distillata, 2-3g di ossido di

magnesio, 2-3 gocce di silicone antischiuma e 2-3 gocce di fenoftaleina.

E stato poi posto il provettone sul vortex per qualche secondo, quindi passato nell unit di
distillazione B chi preriscaldata.

E stata preparata una beuta con 10 ml di acido borico al 4% e 8 gocce di indicatore di
Tashiro, portando a volume fino a 100 ml; tale beuta t stata posta nel distillatore, facendo
attenzione che il tubo di scarico del distillato fosse immerso nella soluzione di ricevimento. Si
b proceduto quindi con la distillazione, raccogliendo almeno 150 ml di distillato nel
matraccio.

Successivamente L stata effettuata la titolazione, aggiungendo 10 gocce di indicatore di
Tashiro (preparato sciogliendo 0.6 g di rosso metile in 50 ml di alcol etilico al 95% e
mescolandoli con una soluzione di 0,1 g di blu di metilene in 50 ml di acqua distillata) e

titolando il contenuto del matraccio con HCI 0.1 N.

Calcoli: ABVT (mg/100g di campione) = (ml di HCI 0.1N) x 140/peso del campione in g
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Trimetilammina

Il campione da analizzare L stato accuratamente omogeneizzato, quindi sono stati pesati 50

grammi di omogeneato.

Il campione t stato poi trasferito in un becker, aggiungendo 100 ml di una soluzione
contenente acido tricloroacetico al 7,5%, EDTA (0.1 %) e propilgallato (0,1%).

Dopo miscelazione con frullatore ad immersione, t stata filtrata la soluzione con carta da

filtro Whatman filter paper n 597.

E stato poi preparato il provettone del distillatore, mettendo 25 ml di filtrato e 20 ml di
formaldeide al 40 %, ponendo il provettone nell unit di distillazione B chi preriscaldata ed

aggiungendo dal rubinetto del distillatore 6 ml di NaOH al 10%.

Una beuta con 15 ml di acido borico al 4% e 2 gocce di indicatore di Tashiro L poi stata
posta nel distillatore, facendo attenzione che il tubo di scarico del distillato fosse immerso
nella soluzione di ricevimento. Si t proceduto quindi con la distillazione, raccogliendo
almeno 100 ml di distillato nel matraccio.

Successivamente t stata effettuata la titolazione, con una soluzione di HCI 0,01 N
standardizzata.

Calcoli: % TMA (mg /100 g di campione) = [(ml di HCI 0,01 N) x (14 N g/mol)] / 8,333
Ossido di Trimetilammina

Il campione da analizzare L stato accuratamente omogeneizzato, quindi sono stati pesati 50

grammi di omogeneato.

Il campione t stato poi trasferito in un becker, aggiungendo 100 ml di una soluzione
contenente acido tricloroacetico al 7,5%, EDTA (0.1 %) e propilgallato (0,1%).

Dopo miscelazione con frullatore ad immersione, t stata filtrata la soluzione con carta da

filtro Whatman filter paper n 597.

Sono poi stati posti 10 ml di filtrato in un cilindro, a cui sono stati aggiunti 1-2 ml di titanio

tricloruro al 15 %, lasciando poi la soluzione a riposo per 2 ore.

Successivamente sono stati aggiunti 3 ml di nitrato di potassio saturo, portando a volume

fino a 50 ml con acido tricloroacetico.
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E stato poi preparato il provettone del distillatore, mettendo 25 ml di filtrato e 20 ml di
formaldeide al 40%, ponendo il provettone nell unit di distillazione B chi preriscaldata ed

aggiungendo dal rubinetto del distillatore 6 ml di NaOH al 10%.

Una beuta con 15 ml di acido borico al 4% e 2 gocce di indicatore di Tashiro t stata
successivamente posta nel distillatore, facendo attenzione che il tubo di scarico del distillato
fosse immerso nella soluzione di ricevimento. Si £ proceduto quindi con la distillazione,
raccogliendo almeno 100 ml di distillato nel matraccio.

Successivamente t stata effettuata la titolazione, con una soluzione di HCI 0,01 N

standardizzata.
Calcoli:
TMAO + TMA (mg/100 g di campione) = (ml di HCI 0,01 N) x (14 N g/mol) /1,66
TMAO = (TMAO + TMA) TMA
Dialdeide malonica

Il campione da analizzare t stato accuratamente omogeneizzato, quindi sono stati pesati 20

grammi di omogeneato.

Successivamente il campione t stato posto in un cilindro dotato di tappo smerigliato e
portare a volume fino a 100 ml con una soluzione contenente acido tricloroacetico al 7,5%,
EDTA al 0,1 % e propilgallato al 0,1%.

La soluzione t stata lasciata a riposo per 1 ora, avendo cura di agitare ogni dieci minuti,

quindi t stata filtrata con carta da filtro Whatman filter paper n 597.

Successivamente alla filtrazione, sono stati posti in una provetta a tappo smerigliato 10 ml
di filtrato e 5 ml di una soluzione 0,01 M di acido 2-tiobarbiturico; dopo agitazione, t stato

innestato un refrigerante a ricadere facendo bollire a bagnomaria per 40 min.

Dopo raffreddamento in acqua corrente, L stata eseguita la lettura allo spettrofotometro
della soluzione alla lunghezza d onda di 540 millimicron, contro un bianco preparato con la

stessa metodica, ma usando la soluzione tricloroacetica al posto del filtrato.

Per la preparazione del diagramma analitico si £ operato con la medesima tecnica,
utilizzando soluzioni scalari di 1-1-3-3 tetraetossipropano e riportando su grafico i valori di
estinzione ottenuti, esprimendo i risultati in mg di DAM/Kg di carne.
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3.5 Trattamento ed Elaborazione dati

Per la registrazione dei dati ci si t avvalsi del programma Microsoft EXCEL 2000; per le

elaborazioni e rilevazioni statistiche del programma SPSS 11.0.

Per ogni analisi effettuata sono state condotte tre ripetizioni; i risultati riportati sono,
pertanto, la media delle tre ripetizioni. 1l coefficiente di variabilit era inferiore al 5%. Tale
coefficiente t inteso come rapporto percentuale tra la deviazione standard (SE) ed il valore

medio ( ).
Per le elaborazioni statistiche sono stati utilizzati i seguenti strumenti:

test inferenziali non parametrici: test U di Mann Whitney (MW); test H di Kruskall Wallis
(KW) (Camussi et al., 1986);

analisi per variabili categoriche: Chaid (Chi Squared Automatic Interaction Detection)

analisys (Siegel, 1978);
test del c,.

analisi di varianza (ANOVA) univariata.
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4 RISULTATI

4.1 Valutazione delle variazioni di temperatura nel tempo del prodotto

Considerando le campagne di ottobre 2004, dicembre 2004, gennaio 2005, marzo 2005, in
cui sono stati utilizzati i data logger, i dati relativi alla rilevazione delle temperature
all interno delle cassette dimostrano come i valori misurati si mantengano al di sotto dei 5 C
per tutte le tre tipologie di conservazione indagate, con brevi fluttuazioni verso | alto nel
momento del cambio cassetta per i campioni AG24, quelli ciok in cui viene effettuato il
passaggio tra il sistema di mantenimento in acqua e ghiaccio e quello in ghiaccio. In questo

caso infatti, la temperatura raggiunge valori di 8 C (vedi da Figura 1 a Figura 12).

tipologia di conservazione: Ghiaccio

Temperatura [ C]

i

UL IO VIR UINUIWUTR UTCTUIO UT~IU100
|

POSoOoRrN®ANO DN

250 10.50 1850 250 1050 1850 250 10.50 18.50 2.50
Tempo [hh.mm.]

Figura 1 - Temperature rilevate nel corso della campagna di pesca di ottobre 2004
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Temperatura ( C)

tipologia di conservazione: Acqua e ghiaccio

1930 330 1130 1930 330 11.30 1930 3.30 11.30

Tempo [hh.mm.]

Figura 2 - Temperature rilevate nel corso della campagna di pesca di ottobre 2004

Temperatura [ C]

tipologia di conservazione: Acqua e ghiaccio 24 ore

1930 330 11.30 1930 330 11.30 1930 3.30 11.30

Tempo [hh.mm.]

Figura 3 - Temperature rilevate nel corso della campagna di pesca di ottobre 2004
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tipologia di conservazione: Ghiaccio

Temperatura [ C]
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Figura 4 - Temperature rilevate nel corso della campagna di pesca di dicembre 2004

tipologia di conservazione: Acqua e ghiaccio
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Figura 5 - Temperature rilevate nel corso della campagna di pesca di dicembre 2004
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tipologia di conservazione: Acqua e ghiaccio 24 ore
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Figura 6 - Temperature rilevate nel corso della campagna di pesca di dicembre 2004

tipologia di conservazione: Ghiaccio
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Figura 7 - Temperature rilevate nel corso della campagna di pesca di gennaio 2005
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tipologia di conservazione: Acqua e ghiaccio

Temperatura [ C]
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Figura 8 - Temperature rilevate nel corso della campagna di pesca di gennaio 2005

tipologia di conservazione: Acqua e ghiaccio 24 ore
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Figura 9 - Temperature rilevate nel corso della campagna di pesca di gennaio 2005
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tipologia di conservazione: Ghiaccio
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Figura 10 - Temperature rilevate nel corso della campagna di pesca di marzo 2005

tipologia di conservazione: Acqua e ghiaccio
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Figura 11 - Temperature rilevate nel corso della campagna di pesca di marzo 2005




tipologia di conservazione: Acqua e ghiaccio 24 ore

Temperatura [ C]
COPFRPDNWHMNOI OO N
UIOUTFUTNUILUTRUTUIUIOYUTNIUTI00

N
\

-
Ul

18.05 2.05 10.05 18.05 2.05 10.05 18.05 2.05 10.05 18.05 2.05 10.05
Tempo [hh.mm.]

Figura 12 - Temperature rilevate nel corso della campagna di pesca di marzo 2005

4.2 Caratterizzazione biometrica dei campioni

Le analisi sono state effettuate su individui con taglia compresa tra gli 8 cm e i 15 cm

circa, e un peso compreso trai 3,3 gei 21,3 g (vedi Tabella 10).

Le distribuzioni di frequenza delle lunghezze e dei pesi dei campioni distinte per
trattamento sono illustrate nella Figura 13 e Figura 14.

Tabella 10 - Lunghezza e peso alici campionate, suddivise per trattamento e tempo

Lunghezza [cm] Peso [g]
Tempo Tempo
Trattamento T0 T2 T3 T4 70 T2 T3 T4
G Media 11.55 11.85 11.90 11.98 10.39 11.10 11.06 11.19
Minimo 10 10 9 9 4.6 5.0 4.0 3.7
Massimo 14 14 14 14 19.0 20.1 18.8 17.8
Deviazione std. .896 .808 811 782 2.504 2471 2.389 2.340
N 497 366 369 367 497 366 369 367
AG Media 11.80 11.82 11.75 11.60 11.50 11.21
Minimo 8 10 9 3.8 4.9 3.6
Massimo 14 14 15 19.0 21.3 20.8
Deviazione std. 739 .828 .858 2.185 2.642 2.595
N 425 369 359 425 369 359
AG24 Media 11.86 11.82 11.80 11.16 11.14 11.01
Minimo 10 10 9 5.0 4.7 33
Massimo 14 14 14 20.6 18.3 185
Deviazione std. .861 .786 .857 2.650 2.380 2.482
N 273 362 381 273 362 381
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Conteggio

Conteggio

Lunghezza [cm]

Figura 13 - Distribuzione di frequenza delle lunghezze delle alici campionate, suddivise per trattamento
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Figura 14 - Distribuzione di frequenza dei pesi delle alici campionate, suddivise per trattamento

Al fine di valutare se esistessero delle differenze per quanto riguarda la lunghezza ed il
peso dei campioni analizzati, rispetto ai diversi trattamenti (G, AG, AG24), previa verifica
della normalit della distribuzione e dell omoschedasticit dei dati, si £ proceduto all analisi

della significativit attraverso | applicazione dell analisi della varianza univariata (ANOVA).

I risultati dell analisi di significativit relativa alla biometria sono riportati in Tabella 11: il
test mostra che non sussistono differenze significative (p=0,587) tra la lunghezza delle alici
impiegate nei diversi trattamenti; per quanto riguarda il peso invece L possibile evidenziare
differenze significative tra i campioni analizzati. | successivi confronti multipli a posteriori
(Tabella 12) mostrano differenze significative (p< 0,05) tra le alici conservate in acqua e

ghiaccio (AG) e quelle conservate in solo ghiaccio (G) e in ghiaccio per 24 ore (AG24).
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Tabella 11 - ANOVA univariata su lunghezza e peso delle alici campionate, in relazione ai diversi

trattamenti
Somma dei Media dei
quadrati df quadrati F Sig.
Peso [g] Fra gruppi 207.27 2 103.63 16.99 .00
Entro
. 22965.1 376 6.10
gruppi
Totale 23172.4 376
Lunghezza Fra gruppi 736 2 .36 .53 .58
[cm Entro
. 2602.5 376 .69
gruppi
Totale 2603.3 376

Tabella 12 - Confronti Multipli a posteriori sul peso delle alici campionate, in relazione ai diversi

trattamenti
Bonferroni
Variabile 0) Q) Differenza fra Intervallo di confidenza 95%
dipendente Trattamento Trattamento medie (I-J) Errore std. Sig. Limite inferiore | Limite superiore
Peso [g] G AG -.5553* .0954 .000 -.784 -.327
AG24 -.2024 .0991 124 -.440 .035
AG G .5553* .0954 .000 .327 .784
AG24 .3529* .1063 .003 .098 .607
AG24 G .2024 .0991 124 -.035 440
AG -.3529* .1063 .003 -.607 -.098
Lunghezza [cm] G AG .009 .032 1.000 -.07 .09
AG24 -.026 .033 1.000 -11 .05
AG G -.009 .032 1.000 -.09 .07
AG24 -.036 .036 .959 -12 .05
AG24 G .026 .033 1.000 -.05 A1
AG .036 .036 .959 -.05 A2

*. La differenza tra le medie t significativa al livello .05.
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4.3 Caratterizzazione nutrizionale dei campioni

Dai dati reperiti in bibliografia sulle caratteristiche nutrizionali della specie, risulta che il
quantitativo medio di lipidi sia pari a 2,6 g/100 g di parte edibile; tale parametro pare sia
quello maggiormente influenzato dalla stagionalit , raggiungendo valori molto pig elevati nei

mesi estivi rispetto a quelli medi.

La frazione lipidica t caratterizzata dalla presenza degli acidi grassi insaturi della serie 3
(o n-3), aventi effetti benefici sull organismo umano, tra cui la capacit di migliorare la

fluidit del sangue.

La quantit media di proteine £ di 16,8 g/100 g; a livello di composizione in sali minerali
buono risulta il quantitativo di ferro, pari a 2,8 mg/100 g di polpa, e di calcio, pari a 148
mg/100 g di polpa; a livello di composizione in vitamine risulta elevato, rispetto agli altri
prodotti ittici, il quantitativo di Niacina, pari a 14 mg/100 g di polpa (dati INRAN, 2005).

| risultati esposti in Tabella 13, mostrano un contenuto in lipidi totali che riflette i dati
medi individuabili in bibliografia, senza mostrare per , rispetto a tali dati, particolari
variazioni legate alla stagionalit (Figura 15). Anche gli altri valori riflettono i dati medi
individuabili in bibliografia: le proteine sono presenti in quantit comprese tra il 15% ed il
19,4% (Figura 16), le ceneri tra | 1,6 % ed il 2,8% circa, i carboidrati tra 1o 0,7% e il 2%;
| acqua rappresenta il 74-78% del peso (Figura 17).
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Tabella 13 -Valori medi della composizione centesimale delle alici relativamente ai diversi periodi di
campionamento

Lipidi totali Carboidrati

Data Umidit [g/100g] | Ceneri [g/100g] | Proteine [g/100g] [9/100g] [9/100g]
12.07.04 Media 77,9970 2,3103 15,2439 2,5067 1,9422
Minimo 77,87 1,89 15,04 1,96 1,85
Massimo 78,18 2,80 15,48 2,86 2,08
Deviazione std. ,16243 ,46262 ,22320 ,48014 ,12109
05.10.04 Media 76,7400 2,1073 16,9714 2,7267 1,4547
Minimo 75,15 2,01 16,13 2,34 ,95
Massimo 77,96 2,26 17,94 2,95 1,96
Deviazione std. 1,44108 ,13119 ,90909 ,33620 ,50645
29.11.04 Media 75,4288 2,3160 18,1788 2,7367 1,3397
Minimo 74,35 2,08 17,46 2,02 ,67
Massimo 77,42 2,44 18,78 3,15 2,07
Deviazione std. 1,72640 , 20794 ,67128 ,62308 ,69930
17.01.05 Media 76,1700 2,1651 18,4033 2,3941 ,8674
Minimo 75,30 2,10 16,99 2,31 ,18
Massimo 76,68 2,25 19,38 2,52 1,77
Deviazione std. , 75717 ,08077 1,25341 , 11162 ,81567
14.03.05 Media 75,8893 2,3799 17,6600 2,7893 1,2816
Minimo 75,81 2,32 17,08 2,43 1,07
Massimo 75,95 2,44 18,02 3,23 1,42
Deviazione std. ,07058 ,06186 ,50715 ,40551 ,18555
16.05.05 Media 75,1178 1,9733 17,7322 3,4939 1,6828
Minimo 74,90 1,68 17,52 3,21 1,22
Massimo 75,30 2,24 18,07 3,86 1,95
Deviazione std. ,20094 ,28297 ,29651 ,33378 ,40413

Le barre di errore rappresentano I'lC 95,0% ClI della media

5,00 =
—3 4,00 =
o) —
o —
o
—
~
o)
| —
= 300 =
<
)
O E— 1
)
o
= 1
= 2,00 =
_'l N

1,00 =

| | | | | L
12.07.04 05.10.04 29.11.04 17.01.05 14.03.05 16.05.05
Data

Figura 15 - Valori medi del contenuto in lipidi totali delle alici relativamente ai diversi periodi di
campionamento

33



Le barre di errore rappresentano I'lC 95,0% Cl della media
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18,00 =

16,00 =

Proteine [g/1009]

14,00

12,00

12.07.04 05.10.04 29.11.04 17.01.05 14.03.05 16.05.05

Data

Figura 16 - Valori medi del contenuto in proteine totali delle alici relativamente ai diversi periodi di
campionamento

Le barre di errore rappresentano I'lC 95,0% ClI della media
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Figura 17 - Valori medi del contenuto di umidit totale delle alici relativamente ai diversi periodi di
campionamento
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4.4 Caratterizzazione dei campioni in termini organolettici, microbiologici e chimici

4.4.1 Caratteri organolettici

L analisi organolettica delle alici ha prodotto i risultati indicati in Tabella 14.

Tabella 14 - Distribuzione percentuale, distinta per trattamento, delle categorie di freschezza (Reg. (CE)
n. 2406/96 All.to | - B. Pesce azzurro modificato) riscontrate nelle alici analizzate

% entro parametro

Categoria
tipo campione Extra A B Non ammesso
G parametro Addome 41.0% 32.9% 26.0%
Branchie 16.7% 62.3% 19.4% 1.7%
Carne 62.5% 34.4% 2.7% 4%
Muco 74.8% 5.4% 19.8%
Occhio 21.0% 28.3% 37.7% 13.0%
grc;lcr)l'fhie 27.3% 40.6% 30.8% 1.3%
Opercoli 28.9% 43.0% 25.8% 2.4%
Pelle 68.8% 19.6% 11.7%
AG parametro Addome 20.8% 39.7% 39.4%
Branchie 9.7% 61.1% 23.9% 5.3%
Carne 66.7% 27.5% 5.8%
Muco 70.0% 14.2% 15.8%
Occhio 8.1% 35.0% 55.3% 1.7%
Src;\cr)\fhie 18.3% 41.7% 39.2% 8%
Opercoli 32.8% 49.4% 17.8%
Pelle 47.2% 41.7% 10.6% .6%
AG24 parametro Addome 26.1% 30.8% 43.1%
Branchie 10.0% 54.3% 32.0% 3.6%
Carne 58.9% 34.2% 6.7% .3%
Muco 68.9% 12.2% 15.3% 3.6%
Occhio 1.9% 30.0% 55.0% 13.1%
Sgcr’]rfhie 17.3% 35.7% 45.7% 1.4%
Opercoli 22.8% 49.6% 27.6%
Pelle 50.3% 33.9% 14.7% 1.1%

Allo scopo di individuare quali caratteristiche sensoriali presentino maggiori differenze in

relazione ai trattamenti ed al tempo, t stata applicata la Chaid analisys (Figura 18, Figura 19).
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Trattamento

Nodo 0
Categoria % n
r———=-1 B AG 30,0 360
| BAG : AG24 30,0 360
: AG24 | EG 40,0 480
| |G | Totale  100,0 1200
Occhio
Probabilit corretta=0,000, Chi-
gquadrato=125,964, df=4
<:| 1 (1, 3] >|3
Nodo 1 Nodo 2 Nodo 3
Categoria % n Categoria % n Categoria % n
B AG 21,0 29 B AG 34,4 325 B AG 5,1 6
AG24 5,1 7 AG24 32,4 306 AG24 39,8 47
EG 739 102 uG 33,2 313 uG 55,1 65
Totale 11,5 138 Totale 78,7 944 Totale 9,8 118
Pelle
Probabilit corretta=0,000, Chi-
guadrato=40,346, df=2
<=| 1 >|1
Nodo 4 Nodo 5
Categoria % n Categoria % n
® AG 27,6 147 ® AG 43,3 178
AG24 31,3 167 AG24 33,8 139
HG 411 219 HG 229 94
Totale 44 .4 533 Totale 34,2 411
Muco Addome
Probabilit corretta=0,009, Chi- Probabilit corretta=0,000, Chi-
quadrato=10,804, df=2 quadrato=16,603, df=2
<:| 1 >|1 <:| 2 >|2
Nodo 6 Nodo 7 Nodo 8 Nodo 9
Categoria % n Categoria % n Categoria % n Categoria % n
B AG 25,2 117 B AG 43,5 30 HAG 38,7 79 B AG 47,8 99
AG24 33,0 153 AG24 20,3 14 AG24 299 61 AG24 37,7 78
EG 41,8 194 B G 36,2 25 B G 314 64 B G 145 30
Totale 38,7 464 Totale 5,8 69 Totale 17,0 204 Totale 17,2 207

Figura 18 - Albero di segmentazione rispetto ai diversi trattamenti
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Tempo

Nodo 0
Categoria % n
r=—5 u 70 10,0 120
: mT0 ET2 30,0 360
(B2 3 30,0 360
T3 mT4 30,0 360
| ! Totale  100,0 1200
o =]
Occlhio
Probabilit corretta=0,000, Chi-
quadrato=676,329, df=9
|
<:: 1 (1,| 2] (2,| 3] >:3
Nodo 1 Nodo 2 Nodo 3 Nodo 4
Categoria % n Categoria % n Categoria % n Categoria % n
HT0 58,0 80 HT0 9,3 34 B T0 1,0 6 HT0 0,0 0
T2 384 53 mT2 47,4 174 mT2 22,7 131 mT2 1,7 2
T3 3,6 5 T3 30,5 112 T3 37,4 216 T3 229 27
BT4 0,0 0 BT4 128 47 HT4 38,8 224 BT 754 89
Totale 11,5 138 Totale 30,6 367 Totale 48,1 577 Totale 9,8 118
=] =]
Add!)me Pellle
Probabilit corretta=0,000, Chi- Probabilit corretta=0,000, Chi-
quadrato=29,434, df=3 quadrato=148,237, df=3
| |
Nodo 5 Nodo 6 Nodo 7 Nodo 8
Categoria % n Categoria % n Categoria % n Categoria % n
B T0 149 22 HT0 55 12 HT0 1,9 5 HT0 0,3 1
mT2 56,8 84 mT2 411 90 uT2 40,4 107 HT2 7,7 24
T3 236 35 T3 352 77 T3 43,0 114 T3 32,7 102
T4 4.7 7 T4 18,3 40 HT4 14,7 39 T4 59,3 185
Totale 12,3 148 Totale 18,2 219 Totale 22,1 265 Totale 26,0 312
=l
Calrne
Probabilit corretta=0,000, Chi-
quadrato=69,947, df=3
|
<=|1 >:1
Nodo 9 Nodo 10
Categoria % n Categoria % n
B T0 0,6 1 HT0 0,0 0
T2 144 24| |mT2 00 0
T3 46,7 78 T3 16,6 24
HT4 383 64 HT4 834 121
Totale 13,9 167 Totale 12,1 145

Figura 19 - Albero di segmentazione rispetto ai diversi tempi di conservazione

Le variabili impiegate per la suddivisione dei dati globali sono state i trattamenti ed il

tempo; i dati delle categorie di freschezza sono stati utilizzati nella forma di punteggio (1, 2, 3

e 4, passando dalla valutazione migliore a quella peggiore). L applicazione di tale
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metodologia ha condotto alla visualizzazione di un output grafico di alberi di segmentazione,
la cui lettura consente un analisi separata per segmenti caratterizzati da una diversa

probabilit di punteggio-valutazione qualitativa in relazione alle caratteristiche organolettiche.

Alla sommit dell albero (nodo radice) L presente | insieme dei casi validi per il campione

complessivo (indipendentemente dal tempo e dal trattamento).

Sono stati osservati complessivamente 1.200 casi che si ripartiscono rispetto ai trattamenti
in 3 gruppi di dimensioni pressoch@ uguali per ciascun trattamento, con una leggera

preferenza per G (ghiaccio).

L applicazione dell algoritmo ha individuato, rispetto ai trattamenti (Figura 18) e rispetto
al tempo (Figura 19), come migliore variabile organolettica tra quelle inserite nell analisi,
secondo la Chaid analisys, | Occhio, che risulta il parametro pig sensibile nell evidenziare
differenze relative alla freschezza del prodotto, freschezza collegabile sia alla variabile

tempo che alla variabile tipologia di conservazione .

Tale variabile t quella che maggiormente differenzia le caratteristiche dei singoli
trattamenti, poich@ evidenzia differenti probabilit di valutazione associata ai 3 trattamenti. In
termini statistici la variabile Occhio t | indicatore che presenta maggiore probabilit di rifiuto
dell ipotesi di indipendenza tra variabile criterio Trattamento e Tempo e variabile

esplicativa organolettica .

Questo implica che esista un legame forte tra Trattamento e Occhio e tra Tempo e
Occhio, quindi questa t la caratteristica organolettica che mostra maggiori differenze a

seconda del tipo di trattamento impiegato e del trascorrere del tempo.

Il campione complessivo viene ripartito in tre gruppi, di differenti dimensioni: un primo
gruppo presenta | occhio in condizioni ottimali ed t classificato 1 (EXTRA) (nodo 1); in
questo gruppo sono rappresentate le alici afferenti da tutti e tre i trattamenti, con percentuali
significativamente pig elevate per G (73,9 %) rispetto a AG (21 %) e AG24 (5,1 %).

La lettura orizzontale del diagramma ad albero evidenzia come la variabile Occhio
individui altri due gruppi di segmentazione: quelli con valutazione qualitativa da 1 a 3 (tra
EXTRA e B) (nodo 2), dove sono rappresentate le alici afferenti dai tre trattamenti

sostanzialmente in ugual misura (46,2%), e quelli con valutazione qualitativa superiore a 3
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(NON AMMESSO) (nodo 3) dove ad essere rappresentate sono soprattutto le alici provenienti
dal trattamento G (55,1%) e dal trattamento AG24 (39,8%).

Quindi, relativamente all influenza esercitata dalla tipologia di conservazione adottata,
appare che la conservazione in ghiaccio (G), sia stata quella a mostrare il maggiore numero di
individui classificati nella categoria EXTRA nei primi giorni di conservazione del prodotto.
Considerando per gli ultimi giorni di conservazione, il trattamento con maggiore percentuale
di individui classificati nella categoria peggiore, NON AMMESSO, appare di nuovo la
tipologia G, insieme alla tipologia AG24. A livello delle categorie intermedie A e B, invece,
le tre tipologie di trattamento si sono collocate sostanzialmente in uguale misura. La
conservazione in ghiaccio, per il parametro Occhio, appare quindi la migliore per il prodotto

fresco, ma anche la pig influenzata dai giorni di conservazione del prodotto.

La variabile Occhio non individua in maniera esaustiva la segmentazione ottimale;
possono essere infatti individuati altri elementi discriminanti, evidenziati dalla lettura

verticale del diagramma.

All interno del segmento Occhio da 1 a 3, ovvero tra EXTRA e B, i singoli trattamenti si
differenziano per le caratteristiche della variabile Pelle.

In maniera analoga possono essere individuati gli altri segmenti finali dell albero.

Al fine di valutare se esistono delle differenze per quanto riguarda le variabili
organolettiche indagate, rispetto ai diversi trattamenti, visto che la distribuzione campionaria
non approssimava in maniera soddisfacente una distribuzione normale e | omoschedasticit
dei dati non era assicurata, si t proceduto all analisi della significativit attraverso
| applicazione di due test inferenziali non parametrici: U di Mann Whitney (MW); H di
Kruskall Wallis (KW).

I risultati dell analisi di significativit relativa ai parametri organolettici sono riportati in
Tabella 15:
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Tabella 15 - Test H di Kruskall Wallis applicato ai parametri organolettici in relazione ai tre diversi

trattamenti
Pelle Muco Occhio Opercoli Branchie QOdore Carne Addome
Chi-quadrato 36.870 2.737 35.333 15.024 27.509 23.447 4.672 46.953
df 2 2 2 2 2 2 2 2
Sig. Asint. .000 .254 .000 .001 .000 .000 .097 .000

Il test KW mostra che non sussistono differenze significative tra i tre trattamenti solamente

per i parametri Muco (p=0,254) e Carne (0,097) mentre sussistono differenze statisticamente

significative per gli altri parametri.

I successivi confronti a coppie effettuati con il test MW (Tabella 16, Tabella 17 e Tabella

18) mostrano differenze significative (p< 0,05) pig spiccate tra i parametri dei trattamenti AG

vs G ed AG24 vs G. Il confronto tra i trattamenti AG vs AG24 mostra come solo per i

parametri Occhio e Opercoli risultino differenze altamente significative (p<0,01), mentre per

gli altri parametri le differenze non risultano statisticamente significative (p>0,05).

Tabella 16 - Test U di Mann Whitney applicato ai parametri organolettici in relazione ai trattamenti G e

AG
Pelle Muco Occhio | Opercoli | Branchie | Odore branchie Carne Addome
U di Mann Whitney 70064.0 | 83941.5| 82730.0| 76518.0 75230.0 76371.0| 83769.0 | 66659.5
W di Wilcoxon 185504.0 | 199381.5 | 198170.0 | 141498.0 | 190713.0 191811.0 | 148749.0 | 182099.5
z -5.373 -.906 -1.128 -3.053 -3.687 -3.077 -.902 -6.020
Sig. Asint a due code .000 .365 .259 .002 .000 .002 .367 .000

Tabella 17 - Test U di Mann Whitney applicato ai parametri organolettici in relazione ai trattamenti G e

AG24
Pelle Muco Occhio | Opercoli | Branchie | Odore branchie Carne Addome
U di Mann Whitney 71065.0 | 81888.5| 68862.5| 84057.5| 71026.0 71026.0 | 82157.5| 681925
W di Wilcoxon 186506.0 | 197328.5 | 184302.5 | 199497.5 | 186447.0 186466.0 | 197597.5 | 183632.5
z -5.069 -1.651 -5.370 -.650 -4.946 -4.647 -1.424 -5.550
Sig. Asint a due code .000 .099 .000 516 .000 .000 .155 .000

Tabella 18 - Test U di Mann Whitney applicato ai parametri organolettici in relazione ai trattamenti

AG24 e AG
Pelle Muco Occhio | Opercoli | Branchie | Odore branchie Carne Addome
U di Mann Whitney 64678.0 | 632229.5 | 52392.5| 55084.0| 61508.5 60367.5| 59803.5| 64581.5
W di Wilcoxon 129658.0 | 128209.5 | 117372.5 | 120064.0 | 126488.5 125347.5 | 124783.5 | 129561.5
z -.048 -.693 -4.979 -3.724 -1.261 -1.647 -2.106 -.084
Sig. Asint a due code .962 .488 .000 .000 .207 .100 .035 .933
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Considerando poi la rielaborazione statistica dei dati secondo la moda (da Figura 20 a
Figura 23) £ emerso che dopo 2 giorni di conservazione si sono differenziati i parametri
Odore delle branchie, che vede i punteggi pig negativi per gli individui conservati con il
trattamento AG24, ed il parametro Addome, che vede i punteggi pig negativi per gli individui
conservati con il trattamento AG, ed il parametro Opercoli, che vede i punteggi migliori per

gli individui conservati con il trattamento AG (Figura 20).

Dopo tre giorni di conservazione, £ emerso come si sia differenziato il parametro Addome,
con punteggi pig negativi per gli individui conservati con il trattamento AG24 (Figura 21).
Dopo quattro giorni di conservazione, | unico carattere a differenziarsi L stato Opercoli,

risultato migliore nella tipologia AG (Figura 22).

Senza considerare poi la variabile tempo di conservazione (Figura 23), i risultati ottenuti
dai vari parametri per le diverse tipologie di mantenimento nel complesso di tutti i tempi
indagati, indicano come si siano differenziati due parametri: il parametro Odore delle
branchie, risultato complessivamente peggiore per gli individui conservati con il trattamento
AG24, ed il parametro Addome, risultato migliore per gli individui conservati con il

trattamento G e peggiore per gli individui conservati con il trattamento AG24.
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Tempo T2

Le barre rappresentano Mode
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Branchie Muco Odore branchie Pelle
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Figura 20 - Punteggi raggiunti al T2 dai diversi parametri organolettici in relazione ai diversi trattamenti

Tempo T3
Le barre rappresentano Mode
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Figura 21 - Punteggi raggiunti al T3 dai diversi parametri organolettici in relazione ai diversi trattamenti
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Tempo T4

Le barre rappresentano Mode
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Figura 22 - Punteggi raggiunti al T4 dai diversi parametri organolettici in relazione ai diversi trattamenti

Complessivo per tutti i tempi raggruppati
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Figura 23 -Punteggi raggiunti dai diversi parametri organolettici in relazione ai diversi trattamenti
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4.4.2 Caratteri microbiologici

Le alici, sia appena pescate che ai diversi tempi di conservazione, sono risultate esenti dai
microrganismi patogeni ricercati: infatti Vibrio parahaemolyticus e Listeria monocytogenes

erano sempre al di sotto dei limiti di rilevabilit in tutti i campioni.

Come appare in Tabella 19 il valore degli Enterobatteri rimaneva compreso entro 10
UFC/g. Solo in un caso, per la tipologia Ghiaccio, al T4, ciot 4 giorni dopo lo sbarco, si
registravano valori medi di un logaritmo superiore; proprio questa tipologia di conservazione
si distingueva nei giorni precedenti (T2 e T3) come quella caratterizzata dal presentare valori
pig bassi di Enterobatteri. In generale per tutti e tre i trattamenti, gli Enterobatteri mostravano
una carica relativamente bassa nelle alici appena pescate per crescere poi durante la

conservazione (Figura 24).
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Tabella 19 - VValori medi delle variabili microbiologiche misurate in relazione ai trattamenti ed ai tempi di

conservazione

Conta germi Conta germi solfito
Enterobatteri mesofili totali a produttoriin 1A a Pseudomonas

Trattamento Tempo [UFC/g] 35 C [UFC/g] 25 C [UFC/g] [UFC/g]
AG T2 Media 20,56 688,06 2412,22 752,78
Minimo 0 20 0 0
Massimo 200 3500 37700 6600
Deviazione std. 52,071 939,077 8831,631 1666,493
N 18 18 18 18
T3 Media 28,89 8039,44 43133,89 13910,19
Minimo 0 60 0 0
Massimo 140 44500 580000 131967
Deviazione std. 42,687 13834,830 138391,071 31805,240
N 18 18 18 18
T4 Media 470,56 34955,56 360,19 147725,00
Minimo 0 90 0 0
Massimo 3960 460000 1303 2300000
Deviazione std. 997,221 111120,535 444,246 538798,722
N 18 18 18 18
AG 24 T2 Media 28,33 2036,94 31820,09 71957,41
Minimo 0 40 0 0
Massimo 300 14500 523733 1250750
Deviazione std. 76,408 3672,080 122985,093 294271,678
N 18 18 18 18
T3 Media 52,50 8550,28 1206,02 104944,44
Minimo 0 95 0 0
Massimo 310 63700 10000 966000
Deviazione std. 86,573 19415,136 3208,734 290222,191
N 18 18 18 18
T4 Media 396,11 31503,06 244,17 23284,26
Minimo 0 90 0 0
Massimo 2590 480000 2000 311500
Deviazione std. 699,305 112314,133 640,965 72801,474
N 18 18 18 18
G TO Media 1,11 6481,94 63229,26 9388,89
Minimo 0 70 0 0
Massimo 10 50000 1080000 116000
Deviazione std. 3,234 15968,908 254087,914 27287,206
N 18 18 18 18
T2 Media 8,33 10613,06 5354,26 3130,56
Minimo 0 60 0 0
Massimo 50 56000 53200 33300
Deviazione std. 17,905 19350,110 13677,345 7985,265
N 18 18 18 18
T3 Media 9,44 2634,17 1610,74 28304,63
Minimo 0 70 0 0
Massimo 60 26550 18833 404000
Deviazione std. 17,648 6250,518 4899,014 94363,056
N 18 18 18 18
T4 Media 1908,61 45306,67 2055,65 92925,00
Minimo 0 220 0 0
Massimo 24700 280000 33887 587500
Deviazione std. 5830,812 82396,955 7949,932 182671,162
N 18 18 18 18
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Le barre di errore rappresentano I'lC 95,0% CI della media
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Figura 24 - Andamento nel tempo del conteggio degli enterobatteri in relazione ai diversi trattamenti

Per quanto riguarda la carica totale, la carne delle alici era caratterizzata da valori limitati,
sempre all interno dei 5 logaritmi. Questi valori sono assolutamente compatibili con i dati
riportati in letteratura per queste specie e per specie analoghe.

Appare anche in gquesto caso, come era ovvio aspettarsi, un aumento delle cariche con il
trascorrere dei giorni; per quanto concerne il confronto tra i dati medi dei tre trattamenti,
emerge come i valori pig elevati si siano registrati per la tipologia G: in particolare questa si £
differenziata negativamente al T2, con valori di carica totale superiori di oltre un ciclo

logaritmico rispetto gli altri trattamenti (Figura 25).

Per quanto riguarda i germi solfito-produttori coltivati su IA (Figura 26), i livelli di questo
gruppo sono risultati mediamente pig alti nei primi due giorni di conservazione: in particolare

la diminuzione pig evidente nel tempo si t verificata a carico della tipologia AG24.

46



I valori medi riscontrati nella determinazione di Pseudomonas spp. (Figura 27) si
mostravano pig elevati nella tipologia AG24 ai tempi T2 e T3, presentando poi una

diminuzione al T4, tempo in cui i valori pig elevati erano riscontrabili per la tipologia AG.

In generale risulta interessante evidenziare che per tutte le tipologie i valori di
Pseudomonas spp. si sono presentati elevati se confrontati con i valori medi rilevati per la
carica batterica totale. VVa per sottolineato come si siano mantenuti comunque al di sotto di
10° UFC/g di pelle o muscolo, indicati in bibliografia come valori per una buona
conservazione del prodotto; quindi anche in questo caso non sono stati raggiunti valori

cruciali per il mantenimento delle caratteristiche organolettiche del prodotto.

Le barre di errore rappresentano I''C 95,0% CI della media
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Figura 25 - Andamento nel tempo del conteggio dei germi mesofili totali a 37 C in relazione ai diversi
trattamenti
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Le barre di errore rappresentano I'IC 95,0% Cl della media
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Figura 26 - Andamento nel tempo del conteggio dei germi solfito-produttori in 1A, in relazione ai diversi
trattamenti
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Figura 27 - Andamento nel tempo del conteggio di Pseudomonas, in relazione ai diversi trattamenti
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Anche per i parametri microbiologici, al fine di valutare se esistessero delle differenze per

guanto riguardava le variabili indagate, rispetto ai diversi trattamenti, si £ proceduto all analisi

della significativit attraverso | applicazione del test inferenziale non parametrico H di

Kruskall Wallis (KW).

I risultati dell analisi di significativit relativa ai parametri microbiologici sono riportati in

Tabella 20:

Tabella 20 - Test H di Kruskall Wallis applicato ai parametri microbiologici in relazione ai tre trattamenti
(G, AG e AG24)

Conta germi

Conta germi solfito

Enterobatteri mesofili totalia | Pseudomonas produttori in 1A a
[UFC/g] 35 C [UFC/g] [UFC/g] 25 C [UFC/g]
Chi-quadrato 3,796 2,425 512 3,263
df 2 2 2 2
Sig. Asint. ,150 ,298 774 ,196

I valori ottenuti non mostrano differenze statisticamente significative (p>0,05) tra la qualit

microbiologica delle alici sottoposte ai diversi trattamenti.

4.4.3 Caratteri chimici

| risultati relativi alle valutazioni dei principali indicatori chimici dello stato di

conservazione delle alici, vengono riportate in Tabella 21.
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Tabella 21 - Valori medi di ABVT, TMA TMAO E DAM delle alici in relazione ai tempi di conservazione

ed ai trattamenti

Tempo Trattamento ABVT (mg/100g) TMA (mg/100g) TMAO (mg/1009) DAM (mg/kg)
TO G Media 15.33 3.76 256.74 178
Minimo 11.10 2.52 129.14 .54
Massimo 22.24 5.21 319.46 3.00
Deviazione std. 2.488 725 43.389 .854
N 18 18 18 18
T2 G Media 22.88 4.87 205.29 3.37
Minimo 16.80 2.02 123.98 .81
Massimo 29.21 8.40 317.95 541
Deviazione std. 2.774 1.602 54.273 1.329
N 18 18 18 18
AG Media 21.28 6.23 177.10 2.76
Minimo 15.32 3.19 92.62 .64
Massimo 26.57 8.74 273.46 5.05
Deviazione std. 2.929 1.698 56.928 1.033
N 18 18 18 18
AG24 Media 20.95 9.08 210.25 3.23
Minimo 16.80 4.20 166.73 1.57
Massimo 25.14 14.95 309.05 7.73
Deviazione std. 2.606 3.349 35.438 1.413
N 18 18 18 18
T3 G Media 29.44 10.99 173.26 3.62
Minimo 23.79 4.20 85.26 1.99
Massimo 38.90 16.30 324.77 6.83
Deviazione std. 3.189 3.907 62.099 1.230
N 18 18 18 18
AG Media 25.59 14.65 155.37 2.56
Minimo 20.89 6.55 51.73 1.45
Massimo 29.36 30.91 236.11 4.56
Deviazione std. 2.909 6.531 52.231 .720
N 18 18 18 18
AG24 Media 26.35 15.04 149.88 2.85
Minimo 22.30 6.38 72.49 164
Massimo 32.10 22.51 248.62 5.49
Deviazione std. 2.839 5.262 51.042 1.050
N 18 18 18 18
T4 G Media 32.34 25.76 157.57 4.14
Minimo 20.81 7.22 88.28 2.20
Massimo 39.18 42.17 212.16 6.86
Deviazione std. 4.193 10.189 32.944 1.000
N 21 21 21 21
AG Media 31.18 27.65 171.63 2.95
Minimo 25.14 13.61 84.07 1.82
Massimo 43.21 47.04 776.48 5.20
Deviazione std. 4.811 9.276 155.023 .959
N 18 18 18 18
AG24 Media 31.42 22.09 137.27 3.17
Minimo 25.02 13.94 78.50 1.95
Massimo 41.64 31.08 249.31 4.92
Deviazione std. 4.388 4.720 43.407 .900
N 18 18 18 18
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La quantit di Azoto basico volatile totale (ABVT) inizialmente si t attestata sui normali
valori indicati in bibliografia per le alici appena pescate (15,33 mg/100g), per portarsi
successivamente, con il protrarsi dei giorni di conservazione, su valori medi compresi tra 25 e
32 mg/100g, tipici dei pesci in incipiente stato di alterazione (Figura 28). Si nota anche come i
valori di ABVT siano mediamente pig elevati nelle alici conservate sotto ghiaccio, rispetto a
quelle in acqua e ghiaccio; questo fenomeno, alla luce anche di quanto evidenziato nell analisi

biometrica, potrebbe essere legato alla parziale disidratazione subita dalle alici sotto ghiaccio.

I valori di Trimetilammina (TMA) (Figura 29) erano inizialmente compresi tra 2 € 5
mg/100 g, e dopo 3 giorni superavano gi i 10 mg/100g, rappresentando un prodotto in
incipiente stato di alterazione. In questo caso il trattamento che mostrava i valori pig elevati di
TMA era la conservazione in AG al T4, mentre al T2 e T3 si evidenziavano pig elevati i

valori per la tipologia AG24.

I valori di ossi-trimetilammina (TMAO), come prevedibile, tendevano ad abbassarsi nel
tempo: essendo il precursore della TMA, infatti, all aumento di quest ultima, il TMAO tende
gradatamente a diminuire (Figura 30).

I valori di Dialdeide Malonica (DAM) hanno indicato una conservazione piuttosto buona
della parte lipidica, mostrando una non elevata tendenza all autossidazione. Si t partiti infatti
con dei valori medi di DAM di circa 1mg/kg (Figura 31), per giungere, al termine della
conservazione, a valori compresi tra 3 e 4 mg/Kg, indice di un lieve stato di irrancidimento,
non ancora apprezzabile dal consumatore. | valori pig elevati negli ultimi giorni di

conservazione si sono registrati a carico delle alici conservate in solo ghiaccio.
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Le barre di errore rappresentano I'IC 95.0% ClI della media
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Figura 28 - Valori medi del contenuto di ABVT nellealici relativamente ai diversi trattamenti e tempidi

conservazione

Le barre di errore rappresentano I'lC 95.0% Cl della media

30.00

20.00

TMA (mg/100g9)

0.00

Tempo

Trattamento
[Jac

Il AG24

| [¢]

Figura 29 - Valori medi del contenuto di TMA nellealici relativamente ai diversi trattamenti e tempidi

conservazione
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