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Il metabolismo dei prodotti ortofrutticoli si manifesta in
maniera macroscopica con I fenomeni di respirazione,
di traspirazione e di produzione di etilene, mentre a
livello cellulare avvengono profonde modificazioni del
contenuto In zuccheri, acidi e vitamine.

Questo e causa di un decadimento delle caratteristiche
organolettiche del prodotto, decadimento strettamente
correlato con la temperatura a cui Il prodotto viene
conservato ed 1l tempo che intercorre tra raccolta e
consumo.
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Considerato che tutti 1 prodotti ortofrutticoli, con
I'eccezione di quelli destinati ai mercati locali, sono
soggetti a periodi di conservazione che variano da pochi
giorni a piu mesi, per conservare il valore nutritivo e
qualitativo ad un livello prossimo a quello iniziale, e
necessario operare un rapido abbassamento della
temperatura del prodotto, compatibilmente con le
specifiche esigenze fisiologiche.
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La  prerefrigerazione e quindi __ l'operazione  di
raffreddamento rapido del prodotto al fine di asportarne |l
calore di campo. Questa operazione, per porre il prodotto
nelle condizioni ottimali per conservare le caratteristiche
organolettiche e nutrizionali fino al consumo, deve svolgersi
nell'immediatezza della raccolta ed in tempi brevi.

Essa costituisce un apparente costo aggiuntivo, ma in realta
non incide negativamente sul reddito, anzi lo aumenta: |
prodotti ortofrutticoli prerefrigerati realizzano prezzi piu
elevati, presentano minori perdite durante il trasporto ed
Inoltre e possibile allungarne il periodo di conservazione.
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Esistono diversi sistemi di prerefrigerazione che si
avvalgono dell’acqua, dell’aria, del vuoto e del ghiaccio
fondente stratificato sul prodotto per sottrarne il calore di
campo. Ognuno di questi sistemi presenta caratteristiche
tecniche differenti e provoca effetti diversi sulla qualita
del prodotto, soddisfacendo molteplici esigenze tecnico-
economiche.

|l fattore piu importante da considerare nella valutazione
dei differenti sistemi e rappresentato dal tempo impiegato
per portare un determinato prodotto alla temperatura
voluta.
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Le velocita di raffreddamento sono sempre di tipo
esponenziale, cioe la temperatura subisce un
abbassamento che va via via decrescendo man mano che
la temperatura del prodotto si avvicina a quella del mezzo
refrigerante.

Inoltre, 1 tempi sono generalmente proporzionali alle
dimensioni del prodotto da refrigerare.
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La prerefrigerazione mediante aria fredda e il sistema
di_raffreddamento rapido piu flessibile sia dal punto di
vista del prodotti, sia da quello dell’inserimento
dell'impianto nell'ambito della centrale ortofrutticola ed e
per questo largamente adottato.

Nel tempo il sistema e stato perfezionato e si e adattato a
diverse esigenze, realizzando con I’aumento della velocita
dell’aria, tempi di refrigerazione sufficientemente brevi.

Questa tecnica di refrigerazione puo essere utilizzata per
qualsiasi tipo di _prodotto agricolo, senza limiti dettati
dalla struttura o dalle esigenze metaboliche del frutto.
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C 2dda 0 _'apldo_ad alla prevede 1'aSporiaZia
del calore per mezzo di un flusso d'aria che, refrigerata su
un evaporatore di_un impianto frigorifero, viene forzata
attraverso la massa del prodotto tramite un ventilatore che,
di norma, lavora in aspirazione. Il raffreddamento consiste
nella rimozione del calore di campo dai frutti senza
determinare un inumidimento superficiale od un

Incremento In peso.

Tuttavia, 1l sistema consente una rimozione del calore dai
prodotti abbastanza lenta, anche In condizioni di
ventilazione forzata, considerate le caratteristiche f|3|co-
meccaniche e termiche dell'aria.
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Fondamentalmente 1 sistemi adottati sono tre:

sprerefrigerazione in cella (velocita dell’aria di qualche
decimo di metro al secondo);

prerefrigerazione in tunnel (velocita dell’aria da 1a 15
m/s);

eprerefrigrazione in tunnel ad aria forzata (velocita
dell’aria da 0,4 a 1 m/s con pressione statica da 30 a 50
mm di colonna d’acqua).
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Le normali celle di conservazione possono essere
proficuamente adibite alla prerefrigerazione qualora siano
dotate di impianti capaci di realizzare, nelle 24 ore, un
raffreddamento del 30-50% della capacita complessiva di
carico, pari ad una capacita frigorifera applicata di 120
frigorie/mc3 , con velocita dell’aria di qualche decimo di
metro al secondo, corrispondente a 40-60 ricicli orari del
volume d’aria della cella.

La tendenza attuale e di costruire celle di grandi dimensioni
per consentire una rapida e poco dispendiosa
movimentazione delle merci, corredandole con piu
«.evaporatori.su.due lati.contrapposti.della.cella. . v &
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| | Igerazl utinzz
anche per la conservazione, la velocita dell’aria deve
poter essere diminuita e deve essere ridotto il numero di
ventilatori in funzione.

Per evitare una eccessiva disidratazione del prodotto,
I’aria circolante deve essere mantenuta ad una elevata
umidita relativa, mai inferiore al 95%.

Per realizzare un rapido raffreddamento, oltre alla
ventilazione vanno curate le modalita di stoccaggio e le
caratteristiche dell’imballaggio. La spaziatura tra |
contenitori dovrebbe essere adeguata per ottenere un
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cassette di pochi centimetri per ottenere il risultato voluto.

Pertanto la densita di carico non dovrebbe superare per
gli ortaggi i 100-120 kg/m3 e per la frutta i 150 kg/ms. |
contenitori In cartone senza aperture comportano una
durata di raffreddamento fino a quattro volte piu lunga
delle cassette In legno; se sono dotati di aperture I tempi
di prerefrigerazione si equivalgono con quelli rilevati
negli imballaggi di legno. Le fragole confezionate In
cestelli di plastica presentano, nello stesso spazio di
tempo, una temperatura di circa 4 °C inferiore rispetto a
guelle confezionate in cestelli di pasta di cellulosa.
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Le limitazioni dovute alla prerefrigerazione in cella sono
attribuibili al lungo tempo necessario per portare il
prodotto alla temperatura desiderata (da 4 a 20 ore) e alla
scarsa utilizzazione dello spazio frigorifero. Pertanto, per
attuare il raffreddamento in tempi piu brevi, sono stati
proposti sistemi basati sulla canalizzazione dell’aria
(tunnel) che rendono possibile ottenere velocita dell’aria
elevatissime (da 5 a 15 m3/s).

Il tunnel di prerefrigerazione viene realizzato

predisponendo un contenitore rettangolare in muratura o

in lamiera, nel quale la fonte di aria fredda puo essere
«.posta superiormente, lateralmente-o. frontalmente.in.modo:
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che la stessa aria debba attraversare tutto 1l tunnel secondo
uno degli assi.

|l coefficiente di trasmissione del calore tra aria e prodotto
raggiunge valori quasi doppi rispetto a quelli che si
riscontrano nel caso in cui il prodotto e posto nelle celle.

| contenitori con gli ortofrutticoli vanno predisposti nel
tunnel secondo un metodo ben determinato, cioe lasciando
spazi di pochi centimetri tra un imballaggio e I’altro per
facilitare il passaggio dell’aria senza causare un sensibile
abbassamento della velocita dei filetti d’aria, come si
constata quando lo spazio e molto grande.
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Poiché nei tunnel, a causa della forte velocita dell’aria, gran
parte dell’energia viene persa nell’attrito e nella turbolenza
dell’aria, per ottenere un miglior rendimento e stato messo a
punto un sistema a pressione nel quale I’aria, inviata a bassa
velocita (meno di 1 m/s), a una certa pressione (sinoa 5 cm
di colonna d’acqua), entra nel contenitori, muniti di
aperture ma strettamente accatastati, lambendo il prodotto e
raffreddandolo in tempo uguale se non inferiore a quello
realizzato con I’alta velocita dell’aria.

| costi sono decisamente inferiori perche si ha minor
consumo di energia.
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Prerefrigerazione in aria forzata

L'asportazione del calore
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Con questo metodo di prerefrigerazione il calore di campo
viene asportato dal prodotto con I’immersione o l'aspersione
In_acqua fredda, con tempi decisamente piu rapidi rispetto
alla prerefrigerazione ad aria, considerato l'elevato valore del
calore specifico.

Non tutti 1 prodotti sono Idonei a questo metodo di
prerefrigerazione; In particolare, lo sono 1 prodotti con
epicarpo ceroso e molto resistente (mele, pere, susine), dotati
di una buona resistenza fisiologica attacchi degli agenti
patogeni di origine fungina, che trovano un ambiente di
moltiplicazione favorevole sui prodotti dopo il trattamento
che, sebbene freddi, presentano una superficie umida.
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rilasciamento nel momento in cui la temperatura risale,
facilitando l'ingresso di _acqua all'interno del prodotto,
determinandone un aumento in peso. Con I’ingresso
dell’acqua, considerato che essa e spesso ricircolata
nell'impianto, potrebbero essere veicolati all'interno del
tessuti vegetali particolati estranei, provenienti da cessione
del materiali di contatto o da inquinanti vari che, asportati
dalla superficie del prodotto trattato, si accumulano nel
mezzo refrigerante durante 1 cicli di raffreddamento. Un
lavaggio molto energico prima del raffreddamento non
risolve appieno tale inconveniente.
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Metodo per immersione

Il prodotto viene completamente Iimmerso nell’acqua
raffreddata a temperatura prossima allo 0 °C, con un
Impianto frigorifero, e mantenuta in movimento con pompe
per realizzare un’uniformita di temperatura del mezzo e di
conseguenza abbreviare la durata del processo. Questo
sistema, paragonato con quello per aspersione, presenta una
maggiore velocita di raffreddamento ed un piu elevato
coefficiente di rendimento termico.
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Nel metodo per aspersione o a pioggia il prodotto viene
Irrorato _con acqua fredda che cade da ugelli posti sul
soffitto di un tunnel, nel quale esso puo avanzare
lentamente o rimanere fermo. Il maggior inconveniente
del metodo consiste nell’impossibilita di predisporre |l
prodotto In strati molto alti Iin quanto 1 tempi di
raffreddamento si allungherebbero notevolmente.
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Il prodotto viene In gquesto caso In parte sommerso ed In
parte Irrorato o sottoposto a correnti di aria fredda; In
genere si ricorre a questo metodo quando si vuole
effettuare anche lo svuotamento delle cassette e
provvedere alla movimentazione del prodotto e
all’immediata spazzolatura e calibratura.
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Il raffreddamento del prodotto viene ottenuto attraverso una -
evaporazione istantanea dell’acqua extracellulare contenuta
negli strati superficiali del tessuti vegetali; In_tale
cambiamento di stato I’acqua asporta, come calore latente
di_evaporazione, energia termica dal prodotto, che in tal
modo viene refrigerato.

Risultano idonel a tale trattamento 1 prodotti che presentano
una struttura superficiale ed una superficie esterna
permeabile al vapor d’acqua, oltre che possedere una
estensione superficiale adeguata al volume del prodotto.

Infatti, se il rapporto tra la superficie ed il volume non e
sufficientemente alto, 1l raffreddamento del prodotto
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Pertanto, sono particolarmente idonei per tale tecnica |
vegetali fogliosi che associano ad una elevata estensione
fogliare strutture dotate di ridottissimo spessore, molto
ricche di _acqua libera e con organi predisposti alla
traspirazione ed allo scambio gassoso con [’ambiente
esterno (stomi e lenticelle).

Non risultano _idonel, Invece, I prodotti con_struttura
superficiale molto resistente al passaggio del vapore,
oltre che caratterizzati da bassi valori del rapporto
superficie/volume.
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- Gli impianti di prerefrigerazione sottovuoto sono costituiti -
di_tre elementi: una camera a vuoto (autoclave), un
gruppo evacuatore dell’aria o del vapore, un condensatore
(trappola) del vapore.

Il prodotto viene stivato nell’autoclave, dove viene
realizzato un livello di vuoto di 4 mm Hg, pressione alla
quale avviene il passaggio di stato dell’acqua a temperature
prossime a 0 °C.

Il vapore liberatosi durante il ciclo viene intercettato da un
condensatore e riportato allo stato liquido, per essere poi
evacuato quando Il prodotto ha raggiunto la temperatura

desiderata; viene quindi, iInfine, rotto Il vuoto
nell’
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L’aspetto piu importante da prendere in considerazione in
questo metodo di prerefrigerazione ¢ la perdita di peso che
normalmente si verifica , in quanto il raffreddamento e
legato all’evaporazione.

Tale perdita di peso, che puo variare dall’1,5 al 3%, € In
relazione alle caratteristiche del prodotto, alla durata del
ciclo, alla pressione residua raggiunta e alla temperatura
del condensatore; puo essere contenuta con una bagnatura
effettuata prima del trattamento (bagnatura che e anche
utile per quei prodotti che per la loro costituzione possono
cedere poca acqua).
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Questo sistema di prerefrigerazione offre i1l grande
vantagqgio di _poter essere utilizzato su prodotti gia
confezionati attuando un raffreddamento selettivo, cioe
limitato al solo prodotto e non al materiale di
Imballaggio.

Inoltre 1l prodotto viene refrigerato in tempi uguali, se
non inferiori, a quelli realizzati con alte velocita
dell’aria ma con costi decisamente piu bassi.

Fondazione TTS - Istituio Teenico Superiore Area “Nuove Teenologie per il Made in haly Sisterma Alimentare - Setlore Produziom Agroalimentan™ ':- ey
Corso ITS VI Ciclo “Tecnico Superiore della Gestione del Post Raccolta della Filiera Ortofrutticola™




Fondazone I'TS - Tstwto Teenico Superiore Area “Nuove Tecnologie per il Made m Lialy Sisterma Alimentare - Setlore Produzonm Agroalimentan™
Corso ITS VI Ciclo “Tecnico Superiore della Gestione del Post Raccolta della Filiera Ortofrutticola™



In questo sistema si utilizza il ghiaccio tritato o in scaglie
stratificate sopra (top icing) o tra (body icing) il prodotto,
per sfruttare il calore latente di fusione del ghiaccio che
percola sul prodotto in fase di refrigerazione.

Generalmente e usato per prerefrigerare il prodotto durante
Il trasporto: esso permette di conservare il turgore dei tessuti
contemporaneamente raggiungere il raffreddamento durante
Il trasporto stesso, ma presenta il grave inconveniente dello
stillicidio di acqua, con pregiudizio della coibentazione deli
mezzi e sull’eccessivo grado di umidita presentato dal
prodotto stesso.

Fondazione I'T'S - Istituto Teenico Superiore Area “Nuove Tecnologie per il Made i Laly Sisterna Alimentare - Settore Produzioni Agroalimentari” %% ey
Corso ITS VI Ciclo “Tecnico Superiore della Gestione del Post Raccolta della Filiera Ortofrutticola™




Principali metodi di prerefrigerazione

Ivletodo

Frodotto

Mote

CELLSE FEIGORIFER &

&HBIS FORZATA
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Chamd tipo

Fruatt1, tuben flon recisi

Dirtagel foghan, peperom

Dirtagel florall, alcum frutta

Lento per prodott: deperbil; efficacia in funziones
del tipo di contenitore, econormco

Pmieloce del precedente; raffreddarmento
uniforrne;, opportuna disposzione del conteraton

Ilolto rapido; raffreddarnento nraforme tuben,
ganita dell'acgua; conteraton wdrorepellenti

Efficacia in funzione dello spessore del tessito e
del rapporto siperficiefolume; perdita di peso
1%06° 2 costoso

Fapido;, scarso contatto con 1 prodotto interno al
conteratore;, conternton idrorepellents,
goc clolarmento
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Tempi di prerefrigerazione di alcuni prodoifi ortofiuiticoli con differenti sistemi
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Termperatura Iletodo di raffreddamento e nspettna tempa
Prodotto o0 L1a Arrjua Sottovuoto
{ (ore) (rranati) (rrnnt)
Ciliegie 20-25 i 5 -
Fragnole A0 4 - 20
Iele 16-1% 20-24 £l -
Ielotu 20-25 A0-40 4 -
Fete 20-25 15-24 alll -
Feache 20 12-20 A0 -
Aosparagl 1% f- 20 £ -
Carciofi 1% f 15 -
Cavolfioti 20 12 - 20
Cavolitd di Braxelles 15-17 - 15 20
Fagzioliti 15 f 1 -
Fungzii 15 110 - 200
Lattuga 15-20 T - A0
Fomodori 20 16-20 200 -
Hedard 20-25 - 15 15
Spifact 15-20 - 5 200
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Conservare un prodotto fresco vuol dire in primo luogo
abbassare la respirazione in modo da rallentare il piu
possibile I’insorgere dei processi di _maturazione-
senescenza. Si tratta pertanto solo di dilazionare |l
momento In cui 1 tessuti si disorganizzano e non sono piu
In grado di resistere al patogeni.

Da questo punto di vista la refrigerazione assume un ruolo
Importantissimo nella conservazione dei prodotti freschi
perche:

a) dilaziona I’insorgenza del processi di maturazione-
senescenza: _
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d) riduce I’aggressivita dei parassiti.

La refrigerazione e un processo che non danneggia il
prodotto e non ha impatti ambientali particolari, tranne Il
consumo energetico, per cui puo essere considerata la piu
diffusa delle tecnologie delicate (“mild technologies”) dei
nostri tempi. Purtroppo il freddo non e sempre in grado da
solo di contenere gli attacchi parassitari e le fisiopatie, cui
possono soggiacere gli ortofrutticoli nel periodo postraccolta
e percio si sono sviluppate tecnologie complementari al
trattamento frigorifero come I’A.C., gli alti tassi di CO,,
I’eliminazione dell’etilene ed 1 trattamenti chimici

straccolta. L
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Dal primo dopoguerra ad oggi gli impianti frigoriferi hanno
subito modifiche tali da rendere il processo di refrigerazione
del tutto affidabile anche per i prodotti piu delicati.

La tecnica di regolazione della fase fluida e di quella
gassosa, 1 filtri, le spie e le apparecchiature di controllo,
rendono I’impianto facile da gestire e da regolare. |
problemi del congelamento del tessuti, dei danni da freddo o
gli eccessivi sbalzi di temperatura sono ormai un ricordo del
passato, come pure la carenza di umidita relativa in cella,
che era un male congenito dei vecchi impianti.
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con |’espansione indiretta del liquido frigorigeno, usando
come fluido intermedio |I’acqua mescolata al glicole iIn
quantitativi tali da evitare il congelamento. Il concetto non
e nuovo, ma la realizzazione e algquanto sofisticata e
permette di regolare con estrema precisione la temperatura
del pacco refrigerante.

Terminata la fase di messa a regime e possibile dosare
I’afflusso di acqua fredda In modo da non avere
produzione di brina sul pacco, per cui I'umidita relativa
rimane prossima alla saturazione ed 1l prodotto non
appassisce.
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| quali immettono in cella una sorta di nebbiolina finissima
che non condensa sul prodotto.

L’andamento praticamente rettilineo della temperatura si
ottiene con 1 termostati elettronici, i1 quali, lavorando con
un differenziale di 0,5°C permettono di ottenere anche
sensibili risparmi energeticl.

La tecnologia e I’automazione hanno fatto passi da gigante
e cl permettono di modulare la produzione di freddo
secondo le esigenze del prodotto da refrigerare, ma esiste
purtroppo un ampio spazio di aleatorieta connesso al modo
di stivare la.merce nelle cel
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calda, la quale invece di passare per il pacco refrigerante
viene risucchiata dall’aria in uscita e ritorna in circolo.
Anche In questi casi la refrigerazione non risulta uniforme
In tutta la massa, per cul si verificano 1 danni da
supermaturazione sopra indicati.

L’avvento dell’atmosfera controllata ha frenato in modo
anche eccessivo I’adozione della conservazione refrigerata,
tanto che in certi complessi del Trentino-Alto Adige il
100% delle celle e ad A.C.

In pratica si conservano in frigo normale solo le partite d|
frutta che Vengono commeruahzzate entro I’'anno g
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E solo opportuno ricordare un aspetto generale della
fisiologia ed e quello che I’intensita respiratoria dei frutti
aumenta passando dallo stadio di maturazione di raccolta
alla maturazione di consumo ed alla supermaturazione.

D’altra parte la serbevolezza e la resistenza alle basse
temperature e inversamente proporzionale all’intensita
respiratoria, per cul una pera, una mela, una pesca ben
mature dovranno essere conservate a temperature
superiori rispetto a quelle utilizzate per gli stessi frutti
Immagazzinati ad uno stadio di maturazione piu arretrato,
pena I’insorgenza di fisiopatie.
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Nata in Inghilterra per risolvere 1 problemi di
conservazione posti da cultivar che non tollerano
temperature troppo prossime allo zero, questo tipo di
conservazione riscosse un successo eccezionale In tutto
Il mondo.

In effetti € una tecnologia sofisticata, la quale interagisce
con quasi tutti i microfattori (T, O,, CO,) del
metabolismo cellulare, si da ottenere risultati di estremo
Interesse soprattutto nel settore della tutela e della
qualita del prodotto.

Fondazione I'TS - Istituto Teenico Supeniore Area *Nuove Tecnologie per il Made in Taly Sisterma Alimentare - Seiiore Produzioni Agroalimentari™ ':- S
Corso ITS VI Ciclo “Tecnico Superiore della Gestione del Post Raccolta della Filiera Ortofrutticola™




potenti inibitori naturali del metabolismo cellulare quali la
presenza di CO, e la carenza di O,. Sono state cosi
evidenziate le ottime capacita di mantenere per molti mesi
Intatta la vitalita dei prodotti della classica formula base
del 3% CO,, 3% O,, 3°C.

Sono stati anche proposti trattamenti con alti tenori di CO,
all’inizio della conservazione per migliorare ulteriormente
le caratteristiche merceologiche del prodotto. Infine si e
utilizzato a pieno il potere fungicida, fungistatico e
antisporulante della CO,_ad elevata concentrazione per
breve tempo. )
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‘assorbimento  della CO, prodotta In eccesso e
eventualmente di apparecchiature atte ad eliminare
rapidamente [|’ossigeno, iIn particolare nel periodo di
chiusura della cella.

| decarbonicatori adottati in tutti gli impianti sono quelli a
carboni attivi perché sono di facile gestione visto che la
rigenerazione e automatica. Queste apparecchiature sono
molto affidabili anche se hanno il difetto di immettere In
cella dell’ossigeno durante il periodo della refrigerazione.
Per evitare questo inconveniente ad ogni ciclo si puo
espellere dalla cella un certo quantitativo di atmosfera il ch
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equipaggiare le celle per la maturazione accelerata In
quanto 1 carboni attivi saturi di vapore acqueo nhon
scambiano efficacemente la CO,.

_’abbassamento dell’ossigeno si otteneva In passato
oruciandolo con propano. L’apparecchiatura era un
oruciatore catalitico che assorbe I’aria della cella e ve la
reimmette povera di O,. Un altro sistema era quello di
utilizzare un bruciatore catalitico a propano il quale
deossigena I’aria esterna e immette In cella azoto. Si
ottiene cosi I’abbassamento del tenore di ossigeno della

cella attraverso il lavaggio con azoto.
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- 0ssigeno, nonostante il costo pit elevato. Le membrane, con
speciali fibre cave con la proprieta di permeabilita selettiva,
provenivano dagli Stati Uniti. La selettivita delle fibre

separa le due componenti dell'aria (azoto e 0ssigeno) senza
produrre CO2.

L’aria atmosferica viene Immessa, mediante un
compressore, nella calotta del modulo cilindrico da dove si
dipartono parallelamente tutte le migliaia di fibre cave,
attraverso le quali I'aria passa ad un'adeguata pressione.

Nel passaggio avviene la separazione dell'azoto
dall'ossigeno per effetto della permeazmne attraverso le

membrane dei varl _tipi _di "velocl" &
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esercizio, mentre 1 Qas ‘ ) fuoriescono
dall'uscita delle _membrane con purezze variabili e
all'incirca alla stessa pressione di esercizio.

Va notato che anche i1l vapore acqueo presente nell'aria in
entrata viene tutto eliminato, permeando attraverso le
pareti delle fibre e fuoriuscendo con l'aria arricchita di
ossigeno, per cui e indispensabile umidificare l'azoto
prima dell'immissione dello stesso in cella.

In linea teorica, questo tipo di generatore puo essere
Impiegato In ciclo aperto ed In ciclo chiuso per la
regimazione gassosa delle celle di conservazione.
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metano, ammoniaca);
- eliminazione di ogni tipo di raffreddamento;
- semplicita di funzionamento;

- assenza di C0O,, CO e di altri idrocarburi incombusti
nell'atmosfera controllata di conservazione.

Il separatore di azoto, realizzato peraltro in diverse serie,
con capacita di erogazione di azoto commisurata
all'impiego, puo servire un impianto centralizzato per |l
condizionamento gassoso di un gruppo di celle di
conservazione, con la sola disponibilita di energia elettrica
e ry' ajlliimeﬂ(tl%gli‘@ﬂ e'ud;etl-ngg mewes Y Alimentare - Setiore Produzion Agroalimentari e
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all’imbrunimento interno o al riscaldo da senescenza. La
sigla che contraddistingue questo tipo di conservazione e
U.L.O. (Ultra Low Oxigen) e iIndica un processo

estremamente raffinato che lavora al limite dell’anossia.
E noto che la frutta ultramatura viene facilmente
danneggiata dalle basse temperature e dagli alti tassi di
CO,; I’'U.L.O. pertanto rallenta il metabolismo riducendo
I’0ssigeno dell’atmosfera fino ai limiti fisiologici minimi.
Per ottenere questo tipo di conservazione e necessario
disporre di celle con tenuta ai gas perfetta e dotate di
cecarbomcatorl che non immettano in cella OSS|geno
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una cella perfettamente stagna vediamo che la semplice
partenza di un ventilatore crea degli sbhalzi di pressione,
quando poi pensiamo alla depressione creata dalla
refrigerazione  (contrazione dell’aria) e  della
decarbonicazione (asportazione di CO, e aria durante la
rigenerazione) vediamo che le variazioni di volume sono
estremamente rilevanti. Normalmente si consiglia di
collegare alla cella un sacco compensatore, cioe un sacco
In P.V.C. armato, il quale assorbe le superpressioni ed
equilibra le depressioni. L’inconveniente di questo
sistema sta nel tubo di collegamento tra cella e sacco che
e sempre un punto di strozzatura e nell’inerzia del sacco =,
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- della refrigerazione, della decarbonicazione o della
movimentazione dell’aria, si nota che la valvola di
sicurezza entra continuamente In funzione alterando la
composizione gassosa prefissata. Gli orientamenti tecnici
piu recenti in questo settore sono risolutivi in quanto con
sensori specifici per la pressione sensibili fino a 0,5 mm di

colonna di acqua e possibile mettere Iin  moto
apparecchiature che livellano le pressioni e le depressioni.

Il metodo piu semplice e quello di un ventilatore che puo
operare nei due sensi il quale, azionato da un sensore di
pressione, pompa aria nella cella o nel pallone
compensatore.
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riequilibrare le depressioni erogando in cella azoto. In caso
di superpressioni, caso molto raro, in pratica solo durante
gli sbrinamenti, si fa agire una valvola di sicurezza che
sfiata I’eccesso di atmosfera. Quest’ultimo metodo appare
piu efficiente perché permette di mantenere la cella sempre
In leggera pressione. Il frutto pertanto in condizioni piu
naturali, perde meno acqua e mantiene piu integre le
membrane cellulart.

In particolare nelle aree caratterizzate da produzioni di
qualita ’A.C. e il tipo di conservazione preminente . |
principali vantaggi che si ottengono sono I seguenti:
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b) il miglior standard qualitativo dovuto al fatto che il
prodotto si mantiene piu fresco, croccante e succoso;

¢) la riduzione sensibilissima del calo peso che, non di rado,
e In grado di ripagare, da sola, le spese di esercizio
dell’impianto;

d) la riduzione dei marciumi per I’effetto fungicida,
fungistatico e antisporulante della CO,;

e) I’eliminazione del disfacimento da bassa temperatura, per
I’adozione di temperature superiori a quelle di un frigo
normale.
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Italia per 1 prodotti ortofrutticoli, segnalando comunque
che non e possibile dare regole fisse in quanto I’andamento
climatico e la tecnica colturale imprimono al prodotto
caratteristiche particolari.

In generale si puo affermare che i prodotti raccolti piuttosto
acerbi e opportuno vengano regimati ad una temperatura
leggermente superiore nel primo periodo di conservazione,
mentre poi verra adottata la regimazione normale.

Per la frutta predisposta all’imbrunimento interno come
Renetta Canada, Jonathan, Delicious Rosse,
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~ Passacrassana o al riscaldo con senescenza come Golden
troppo matura, e opportuno adottare una regimazione

caratterizzata da temperature piu elevate e bassi tenori di
CO, e O..

In questi casi e necessario tenere presente che livelli
molto bassi di O, In relazione alla cultivar e allo stato di
maturazione del frutto, nonché al regime termico adottato,
possono portare alla perdita di aromi, a retrogusti e alla
comparsa del cuore roseo e della suberosita tardiva sulle
mele.
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ATMOSFERA CONTROLLATA

SPECIE

DURATA ‘TEMPE$TURA % O % CO;
Actinidia® 5-7 mesi -0.5+0 1.5+2 5-7
albicocca per il trasporto - - 10
castagna 2.5-3 mesl 2-3 3 10
ciliegia durone 30 gg. 0.5+0 2-3 8-10
fico per il trasporto 0 - 18
fragola per il trasporto 3 - 10-15
kaki per I’addolcimento 5-15 - 80
lampone per il trasporto 0 - 20
mela 5-10 mesi 04 2-3 1-4
mora di rovo per il trasporto 0 - 20
nettarina 45-50 gg. 0 1-2 5-7
pera 5-8 mesi -1+0 2+4 1+10
pesca 40 gg. 0 2 5
prugna 35-45 gg. 0 2-3 0-5
uva** 3-4 mesi 0 3 2

* eliminazione dell’etilene € dei prodotti odorosi volatili

** ipndispensabili idonee solforazioni




—

ITA
SPECIE ITEMP. oc| O CO2 % RgﬂITDWA o DURATA
. 3 3 3 75 8-9 mesi

Agh 1 5-10 10 90-95 15-30 ge.
asparagl , _0.540 10 3 90-98 1-2 mesi
barbabietole foghe 0 ; 3 5 90-95 15-30 gg.
carciofi 0 5 5-10 90-95 50-70 gg.
cavolfion A 3-5 5.10 70-75 5-8 mesl
cipolle 5 1-5 90-98 30-50 gg.
indivie (scarole) 0 (23 3 90 10 gg.
funghi coltivat 0 ; 3.5 90 20-25 gg.
peperoni _ . 7(;_150 3.5 2 90 15-25 gg.
pompdon rosst 0 15 6-20 95 120-150 gg.
porT1 B
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con CO, e multiforme, essendo differenziata in rapporto:
alle singole attivita fisiologiche, ai livelli di CO,, di O,,
di etilene e alle temperature prese In esame. D’altro
canto, I’effetto fisiologico si differenzia anche In ordine
alle diverse specie, talora alle varieta ed allo stato di
maturita fisiologica dei prodotti.

E, pertanto, una questione complessa e di non facile
definizione globale poiché cio che si verifica in una
determinata “situazione biologica ed ambientale” non
sempre si presenta in una ‘“situazione” in cui una delle
variabili richiamate e stata modificata.
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si prolunga, per un certo tempo, anche guando il tasso di

CO, ambientale o quello tissutale ritorna a livelli normali.
C’e, evidentemente, un’azione, per cosi dire, di “freno
biologico”, tuttavia di tipo reversibile.

Piu complessi sono i rapporti tra la CO, e il metabolismo
etereo, con particolare riferimento a quello etilenico,
anche poiché quest’ultimo sembra influenzato, in modo
determinante dalla concentrazione atmosferica di O.,.
Tuttavia, anche per questo aspetto metabolico si puo
evidenziare, in non pochi casi, un’azione frenante della
CO.,.
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- correlazione fra i trattamenti massivi con CO, e le
variazioni _quantitative dei singoli glucidi _semplici o
complessi. Tuttavia, in talune circostanze e risultato un
Interessante contenimento dei consumi delle riserve
energetiche glucidiche (p.e. carote, fagiolini, ecc.) e, per
converso, altrettanto interessante rallentamento deli
fenomeni di polimerizzazione del carboidrati. Anche
I’idrolisi_delle pectine in pectine idrosolubili (fenomeno,
questo, notoriamente correlato all’interno della polpa di

fruttl) in taluni casi (p.e. fragole, mele, pere, pesche, ecc.)
puc‘) essere rallentato dal trattamento con COZ.

wgontroverso.Dai pil-recenti- studi-sembrerebbe: cheju a
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In rapporto al metabolismo vitaminico, c’e da segnalare una
correlazione fra tensione della CO, e riduzione del
contenuto di_ac. ascorbico. Tuttavia, in alcuni casi (p.e.
cavolo broccolo) si verifica il contrario.

Infine occorre richiamare I’attenzione sull’effetto rallentante
della CO, sui processi di degradazione dei pigmenti
clorofilliani e sui processi di formazione e/o evidenziazione
del pigmenti antocianici e carotenoidi. Talora sembra
rilevabile un effetto positivo sul mantenimento del turgore
cellulare.
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La CO, nei riguardi della prevenzione delle alterazioni
parassitarie, ha una duplice azione: diretta sul patogeno ed
Indiretta sull’ospite.

L’azione diretta varia in rapporto alla natura del patogeno,
alla tensione di CO, , alla durata del trattamento ed alla
temperatura. Fra i patogeni piu sensibili segnaliamo:
Botrytis cinerea (Pers.), Monilinia spp. (laxa, fuctigena ,
fructicola), Gloesporium album, Rhizopus nigricans; fra
quelli piu resistenti invece ricordiamo: Penicillium sp.,
Fusarium sp., Gloesporium perennans .
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rilevato in piu occasioni che modifica, aumentandolo anche
di due o tre punti, il pH del micete. Inoltre sembra che la
CO, possa Interferire sui sistemi enzimatici utilizzati dal
patogeni per aggredire le cellule dell’ospite.

L"effetto della CO, e favorito inoltre dalle basse temperature
e si manifesta in genere al di sopra del 10% circa,
Incrementando I’efficacia in rapporto all’aumento di
concentrazione.

L’azione indiretta si_esplica rallentando 1 processi di
maturazione e senescenza del prodotto ortofrutticolo,
mantenendolo cosi in uno stadio di minore suscettibilita alie:
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L’effetto della CO, In ordine alle manifestazioni
fisiologiche puo ritenersi duplice: da un lato pud esplicare
una funzione preventiva su alcune fisiopatie (p.e.
dermatosi dei pompelmi e delle arance), d’altro canto puo
caausare I’insorgenza di anomalie fisiologiche.

In quest’ultimo caso I’azione della CO, deve distinguersi
In un’azione diretta vera e propria, causando danni
nell’ambito della fitotossicita e in un’azione indiretta,
cioe agendo come causa predisponente e/o aggravante di
determinate alterazioni fisiologiche (p.es. fisiopatie da
raffreddamento).
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dall’azione anestetica sulle papille gustative esercitata dalla
CO, presente In elevata concentrazione nei tessuti del

prodotti trattati con questo gas.

_a manifestazione sintomatica del danni della CO, si palesa
noi con opacizzazione del colore, sfumature vinose,
Imbrunimenti superficiali _ed interni dei tessuti che si
accompagnano talora con I’insorgenza di cavita di origine
lisigena nei tessuti perenchimatici. Sono tipici esempi di
questa sintomatologia il *“cuore bruno” delle mele e delle

ErE.
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| ’effetto fitotossico e in evidente rapporto con la
concentrazione, la durata del trattamento e |la
temperatura.

La soqglia di fitotossicita varia inoltre in relazione alla
specie, alla cultivar, allo stato di maturita e, a parita
delle condizioni indicate, si diversifica In relazione
all’ambiente produttivo di origine dei prodotti
vegetali. Quest’ultima variabile puo modificare
sostanzialmente il valore soglia; da cio il diverso
comportamento degli ortofrutticoli accertato in diversi
Paesil.
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Al fine di evitare 1 citati effetti tossici, 1l trattamento

massivo deve avere una durata limitata nel tempo.

Occorre poi distinguere il trattamento gassoso massivo a
concentrazione costante da quello a concentrazione
degradante. Il primo e per lo piu realizzabile in magazzino
utilizzando celle impermeabili ai gas (p.es. celle ad A.C.). Il
secondo sistema e effettuabile nel corso del trasporto. Piu
precisamente, dato che nel corso del trasporto 1 sistemi di
Impermeabilizzazione al gas non sono molto efficienti, si
opera con una concentrazione iniziale di CO, relativamente
elevata, tenendo cosi nel dovuto conto le perdite che SI

r‘“}"d\le []ll:tl Qﬁm"g HIQ\DL@ llmtngl%QQtrtq(fde n laly Sisterma Alimentare - Sellore Produzom Agroalimentan” r ;

Corso ITS VI Ciclo “Tecnico Superiore della Gestione del Post Raccolta della Filiera Ortofrutticola™




| ’effetto dell’etilene fino a non molti anni fa era
considerato inesistente alle temperature di 2-3 °C mentre
allo stato attuale si e constatato che il gas a livello di parti
per milione (100-900) accelera i1l processo di
maturazione-senescenza delle pomacee, mentre a livello
di_parti _per miliardo agisce sul Kkiwi conservato a
temperature prossime o inferiori a 0°C.

E’ quindi Indispensabile prevedere la depurazione
dell’atmosfera delle celle di conservazione in modo da
ridurre il livello di etilene e degli altri prodotti volatili sia
nelle celle a refrigerazione normale che in quelle ad A.C.
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Il permanganato di potassio al 3% in soluzione acquosa
acidificata, pur necessitando di un Impianto costoso In
funzione del materiali non corrodibili (acciao inox), per la
sua decisa azione ossidante fornisce risultati alquanto
Interessanti.

Sono stati studiati diversi supporti per I’agente ossidante,
ottenendo risultati diversi in termini di velocita di rimozione
dell’etilene dalla cella di conservazione. Ad esempio Il
KMnO, supportato da sostanze solide, non rigenerabile,
come sfere di sesquiossido di alluminio (“Ethysorb™) ha

w.abbassato.il livello-di etilene da.50.ppm.a.circa.L.ppm.nel &

Corso ITS VI Ciclo “Tecnico Superiore della Gestione del Post Raccolta della Filiera Ortofrutticola™




Installazione molto elevato e molto ridotto di gestione per
Il basso costo dei materiali, mentre nel secondo il costo
elevato sta nel materiale depurante stesso In rapporto al
basso quantitativo di principio attivo (permanganato)
presente neil prodotti commerciali (p.es. I’Ethysorb 4,25-
4,75% In peso) che limita I’efficacia nel tempo o quanto
meno la capacita di assorbimento in relazione al
quantitativo di prodotto impiegato (0,6-1 g di etilene/Kg
prodotto commerciale). Tra i sistemi rigenerabili il piu
usato e il depuratore ad acqua, che pero presenta un basso
potere depurante e puo essere impiegato solo per
concentrazioni di etilene elevate.
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sensibile a livelli bassissimi di etilene (20-30 ppb).

Un convertitore catalitico costruito su modello polacco da
tempo utilizzato in Italia (lo Swingtherm) ha un sistema
molto efficace di scambio del calore dell’atmosfera in
uscita con quello dell’atmosfera in entrata dalla cella, In
modo da evitare pericolosi sbalzi termici sia nella cella
che nel letto catalitico. Il sistema risolve nel modo piu
semplice ed economico il problema del bilancio termico e
di conseguenza quello energetico della macchina.
Particolare costruttivo e I’inversione periodica del flusso
attraverso il letto catalitico e I’esistenza di due
wigeramicl-che-fungono da:scambiatori di-calorey: o swoineaui &5
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Fisiologia ed aspetti qualitativi

dei prodotti ortofrutticoli di
IV gamma
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~ Sono alimenti vegetali freschi ad alto contenuto di
servizio preparati utilizzando frutta ed ortaggi freschi
sottoposti, subito dopo la raccolta, a lavorazioni minime
iIdonee a renderli pronti al consumo; tali operazioni
consistono generalmente in mondatura, lavaggio, taglio
e confezionamento In vaschette o buste di plastica
dotate di permeabilita selettiva ai gas.
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un progotto orto!ruttlco‘o HI I\ gamma presenta una

fisiologia particolare rispetto al corrispondente prodotto
fresco sottoposto a conservazione. |l processo di
lavorazione cul esso viene sottoposto, sia pur con |l
minimo impatto offerto dalla tecnologia, induce una serie
di modificazioni biochimiche e qualitative.

{ 3 ?. [} ::' :
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riconducibile alla fisiologia dei prodotti ortofrutticoli
sottoposti a stress. Le operazioni di cernita, pulitura,
lavaggio, pelatura e differenti tipi di taglio o
sminuzzatura sono operazioni che inducono diversi tipi
di stress e alcuni parametri di questi prodotti sono
assimilabili, anche se con qualche variazione, a quelli di
prodotti ortofrutticoli che subiscono ammaccature, ferite

e conservazioni a temperature non idonee.
La comparsa in questo tipo di prodotti di RNA e proteine

di neoformazione, in modo analogo a quanto avviene nei
prodotti danneggiati, conferma un controllo genomico
delle risposte.
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|l taglio meccanico promuove principalmente:

> un aumento dell’attivita respiratoria, con
conseguente rapida degradazione di zuccheri, acidi
organicl, vitamine;

» un aumento della biosintesi di etilene, che
accelera 1l processo di maturazione con
conseguente perdita di consistenza del prodotto;

» un incremento del metabolismo fenolico, che puo
comportare fenomeni di  imbrunimento ed
aumento di fibrosita del prodotto.
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Attivita
respiratoria
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In genere la respirazione del prodotti minimamente
trasformati e piu intensa di quelli integri (in alcuni casi
anche di 2-3 volte, alla stessa temperatura).

L’aumento dell’attivita respiratoria si verifica gia pochi
minuti dopo la lavorazione e, come per | prodotti integri,
tanto piu intensa e la respirazione tanto piu rapido e il
deterioramento del prodotto.

Come e logico, I’intensita respiratoria aumenta anche nei
prodotti tagliati con [I"aumentare della temperatura,
poiché questo processo e regolato da molti enzimi la cui
attivita e termodipendente, e la variazione e diversa in
ogni prodotto
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Q,, di alcuni frutti e ortaggi interi e di IV Gania a diverse temperdlure

(modificata da Watada et al., 1995)

Spucie

Tipo

Fondazone I'TS -

0-10C
Fagiolini interi 4.0 2.5
tagliati 5.6 2.0
Zucchina intera 4.4 2.5
fette 3.9 3.4
Cetriolo intero 2.4 2.3
fette 2.9 4.6
Zucca intera 2.3 2.6
fette 2.7 4.4
Peperone intcro 1.9 5.2
fette 2.0 7.5
Pomodoro intero 2.9 43
fette 7.1 3.5
Kiwi intero 2.7 2.6
fette 3.2 3.3
Banana sbucciata intera 1.6 8.6
fette 2.7 5.6
Fragola con peduncolo 2.9 4.4
senza peduncolo 3.7 5.5
Pesca intera 3.8 4.8
fette 3.1 6.5
Melone intero 3.1 5.4
cubetti 3.3 18.9
Melone bianco intero 3.7 1.9
cubetti 3.6 7.5

mentan”




Composti fenolici
e

fenomeni di imbrunimento
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Endnplasrr{c Reticulum

87% of phenalic compounds
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Fig. 1. The internal and external localization of phenolic compounds and phe-
nolic oxidizing enzymes (polyphenol oxidase and peroxidase) in a typical plant
cell. This model was constructed from previously published work (Hrazdina

and Wagner, 1985, Marangoni et al., 1996, Toivonen, 2004). POD: phenol
peroxidase; PPO: polyphenol oxidase.
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Per contrastare I’insorgenza di imbrunimenti si puo agire
In piu direzioni, dato che essi sono dovuti alla
contemporanea presenza di quattro componenti: |l
substrato fenolico, I’ossigeno, la PPO ed il rame
(cofattore dell’enzima).

Sono state quindi utilizzate sostanze inibenti le attivita
enzimatiche coinvolte nei processi di sintesi (PAL) e/o di
ossidazione (PPO, POD) dei composti fenolici, quali
acidi citrico ed ascorbico, da soli o in combinazione, o
anche il 4-esil resorcinolo.
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polifenolossidasica, possa giocare un ruolo importante
per contrastare gli imbrunimenti. L’efficacia di
trattamenti con sali di calcio in combinazione con
antiossidanti quali I’acido ascorbico puo essere in parte
ascritta a questa azione stabilizzatrice sulla membrana
cellulare.

o Altri autori (Tomas-Barberan et al., 1997) hanno
utilizzato trattamenti con cloruro di calcio 0.3 M e acido
2,4-diclorofenossiacetico 1 mM (2,4-D) / acido acetico
0.5 M per ridurre gli imbrunimenti della nervatura

Corso ITS VI Ciclo “Tecnico Superiore della Gestione del Post Raccolta della Filiera Ortofrutticola™



dimostrato un notevole aumento dell’attivita PAL nelle
prime fasi della conservazione, con conseguente
significativo aumento della concentrazione fenolica, ed
un ritardo nell’attivazione della PPO e della comparsa di
Imbrunimenti (Benoit et al., 2000; Hanotel et al., 1995).

L’accumulo deil composti fenolici nel tessuti Irradiati
costituisce un importante fattore di resistenza all’attacco
di patogeni. Tale accumulo viene In questo caso favorito
anche dalla ritardata attivazione della PPO, che puo essere
dovuta a modificazioni del sito attivo dell’enzima e/o dello
stato di ossidazione del rame.
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sono stati ottenuti su anguria, lattughe di diverso tipo,
arilli di melograno, mango.

Dosi comprese tra 0,5 e e 20 kJ m-2 inibiscono la crescita
microbica per azione diretta sul DNA batterico (Bintis et
al., 2000).

Inoltre, le radiazioni UV-C agiscono in maniera indiretta
contro i microrganismi, poiché stimolano 1 meccanismi di
difesa dei tessuti vegetali trattati, ad esempio attivando |l
metabolismo  fenolico, con  incremento  della
concentrazione di composti In alcuni casi con elevata
attivita antimicrobica.
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unzione detlla 10ro concentrazione nell alimento, un-azione

benefica sulla salute umana.
L"uso controllato delle radiazioni UV-C, cosi come di altri

tipi di stress abiotico (aria ed acqua calda, elevate
concentrazioni di 0ssigeno, ecc.), puo costituire quindi una
preziosa strategia per aumentare il valore nutraceutico del
prodotti di IV gamma e per ottenere prodotti a piu elevato

valore commerciale (Cisneros-Zevallos, 2003).
Numerosi recenti lavorli hanno messo In evidenza le

potenzialita di trattamenti con diversi metodi fisici
nell’aumentare le proprieta nutraceutiche di prodotti di IV

- . . .‘F
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e L’irraggiamento con UV-C su mango hanno indotto
un accumulo di flavonoidi ed un aumento dell’attivita
antiossidante (Gonzalez-Aguilar et al., 2007).

e L’Irraggiamento con opportune dosi di raggi y su
rucola hanno indotto un aumento di 3-4 volte del
contenuto di glicosidi di kempferolo e quercetina
(Nunes et al., 2008).

e II bombardamento elettronico su mango ha
prodotto un aumento di flavonoli dopo 18 giorni di
conservazione (Reyes e Cisneros-Zevallos, 2007).
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e Trattamenti con alta concentrazione di 0ssigeno
(HOA) su pomodoro hanno indotto un aumento di
carotenoidi, composti fenolici ed attivita antiossidante
(Odriozola-Serrano et al., 2009).

e Trattamenti combinati con glutatione ed N-
acetilcisteina In bassa concentrazione di o0ssigeno su
pera hanno prodotto un aumento del contenuto fenolico
(Oms-Oliu et al., 2008).

e Trattamenti con chitosano Iin atmosfera modificata su
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mediante I’uso controllato di stress abiotici.

» L’ ottenimento di prodotti ad alto valore aggiunto dal
punto di vista nutraceutico e della sicurezza d’uso,
con adeguate forme di certificazione, potrebbe
contribuire enormemente all’espansione del mercato
dei prodotti di IV gamma.

» La comprensione del meccanismi fisiologici che
regolano I’ottenimento di buoni risultati nelle diverse
specie, e che talvolta si differenziano anche tra
cultivar della stessa specie, e I’obiettivo principale
della ricerca in questo settore.
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1l confezionamento 1n atmosfera
modificata

(MAP = Modified Atmosphere Packaging)
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La tecnologia di confezionamento Iin agimosfere
modificate o protettive (MAP) corrisponde al
confezionamento in unita-consumatore di prodotti
alimentari in un'atmosfera diversa da quella
naturale e costituita da miscele di gas in differenti
proporzioni: principalmente ossigeno, azoto e
anidride carbonica ma, potenzialmente, anche
argon, elio e protossido di azoto, tutti definiti dalla
direttiva europea sugli additivi, gia recepita anche
In ltalia, come gas d’'imballaggio.

Fondazione I'TS - Istituto Teenico Supeniore Area *Nuove Tecnologie per il Made in Taly Sisterma Alimentare - Seiiore Produzioni Agroalimentari™ ':- S
Corso ITS VI Ciclo “Tecnico Superiore della Gestione del Post Raccolta della Filiera Ortofrutticola™




Una norma CEE che riguarda I'etichettatura dei
prodotti alimentari, ha recentemente introdotto il
termine di atmosfera protettiva che deve essere
obbligatoriamente utilizzato tra le indicazioni In
etichetta quando la durata del prodotto e stata

prolungata grazie a gas di imballaggio.
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Un altro termine ancora piuttosto diffuso, anche se
Impiegato erroneamente, e aimosfere controllate;
questa espressione dovrebbe essere utilizzata solo
In quel casi Iin cui sia possibile esercitare un reale
controllo sulla composizione dell'atmosfera che
circonda il prodotto, quindi non per prodotti
confezionati ma conservati in  magazzini
convenientemente attrezzati per la conservazione o
la maturazione di derrate, in particolare vegetali o
animali.
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Altri due termini, infine, vengono impiegati con una
certa frequenza: afmosfere attive e ailmosfere
passive.

Le prime corrispondono ad una volontaria e
controllata sostituzione dell'aria con una miscela
gassosa di definita composizione, le seconde si
riferiscono a quelle modificazioni di atmosfera che
sono la conseguenza di metabolismi propri del
prodotto (respirazione) e dei fenomeni di
permeazione dei gas attraverso l'imballaggio.
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Fondamentalmente lo scopo di questa tecnica €
guello di prolungare la conservazione della qualita dei
prodotti alimentari.

Per allungare la vita di un alimento, evidentemente, e
Indispensabile riuscire a bloccare o a rallentare quel
meccanismi chimici e biologici che determinano il suo
deperimento o deterioramento. Tuttavia, anche In
guei casi in cui il confezionamento in atmosfera
modificata non garantisce una significativa
estensione della conservazione, la tecnica puo
consentire una presentazione migliore.
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L"'uso di atmosfere modificate, in ogni caso, non deve
essere considerato come un mezzo di risanamento o
di  miglioramento qualitativo di un prodotto
alimentare  scadente  ma,  piuttosto, come
un‘operazione tecnologica di supporto che solo
unitamente ad altri interventi  (quali la
refrigerazione, il controllo Iigienico, ecc.) puo

raggiungere gli effetti desiderati.
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Per comprendere l'efficacia delle atmosfere modificate
e indispensabile considerare che l'alimento interagisce
sempre con gli aereiformi che lo circondano.

Le interazioni "prodotto-atmosfera gassosa" possono
essere di natura microbiologica o chimico-fisica. Le
prime riguardano la possibilita di moltiplicazione dei
microrganismi presenti nel prodotto; quelle chimico-
fisiche interessano la stabilita e funzionalita di
Importanti componenti dell'alimento come le proteine, le
membrane, i lipidi, i pigmenti, gli enzimi, ecc.
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corretta applicazione della tecnica di
confezionamento in atmosfera modificata, e
Indispensabile conoscere preventivamente:

e la deperibilita dell'alimento in aria: cioe le
principali cause del fenomeno di deterioramento
del prodotto  (microbiologico, ossidativo,
enzimatico, ecc.);

e la solubilita dell’anidride carbonica
nell'alimento alle diverse temperature e le
variazioni sensoriali associate alla dissoluzione
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una selezione indesiderata della microflora
tipica);

e |a permeabilita dei materiali di
confezionamento ai gas impiegati, tenendo
conto della temperatura di conservazione e
della superficie complessiva;

e 'ermeticita della confezione, cioe l'assenza
di microfori e/o di difetti di saldatura;
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o |'efficacia dell'operazione di confezionamento
e di sostituzione dell'aria, vale a dire la scelta
del tipo di macchina di confezionamento piu
idoneo e del sistema di erogazione e di
miscelazione del gas;

e |a valutazione della reale composizione
dell'atmosfera introdotta nonche del residuo di
ossigeno dopo il confezionamento.
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Il Packaging moderno e sempre maggiormente
caratterizzato dalluso di imballaggi flessibili
(sacchetti e vaschette semirigide di plastica,
contenitori di cartoncino poliaccoppiato, ecc.) dei
guali 1 polimeri plastici rappresentano 1 principali
costituenti. | gas attraversano i film plastici con una
velocita diversa da polimero a polimero e cio
giustifica il fatto che si indichino come materiali
barriera _quei polimeri _che hanno una bassa
permeabilita ai gas. Il concetto di barriera ai gas
non € definito univocamente sebbene i termini alta,
media e bassa barriera siano comunemente
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alimentare, ecc.) che occorrono ad un imballaggio
alimentare. Per questo motivo si ricorre alla
realizzazione di strutture multistrato, accoppiando con

tecniche diverse (come la laminazione o la
coestrusione) differenti materiali.

2 @Gas

L'approvvigionamento dei gas che occorrono per
condizionare in atmosfera modificata un prodotto
alimentare non e piu da tempo un problema. Tutti |
principali produttori di gas tecnici forniscono prodotti di
qualita (gas ad elevata purezza), spesso in contenitori,
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pressione di carico) con capacita di 40-50 I;

e pacchi bombole (200 bar di pressione di
carico) con capacita di 800-1000 I;

e bidoni, serbatoi e contenitori per gas liquefatti
(anidride carbonica ed azoto) di capacita
variabile tra 5 e 300 | (1,5 bar di pressione di
carico).

La scelta del sistema di approvvigionamento (gas
compressi o liquefatti) € in funzione dei consumi e
della logistica dell'azienda utilizzatrice, € quindi una

I“umﬁmnt' ; I L aumg) lﬁ-‘uu uO[}t',I :Ert'eAg ILH)C\t:Qt‘,LHe)Ug’IE pt*nQ |e 1 ’LQQLEIIH Alimentare - Sellore Produzioni Agroalimentan” 4%

Corso ITS VI Ciclo “Tecnico Superiore della Gestione del Post Raccolta della Filiera Ortofrutticola™




confezionatrice. E' opportuno prestare molta
attenzione alle caratteristiche ed alla
manutenzione di queste tubazioni e di questi
accessori per evitare costose perdite di gas e
possibili contaminazioni e danneggiamenti degli
alimenti confezionati.

| fornitori di gas offrono anche miscele di gas
precostituite per rispondere alle specifiche
esigenze di confezionamento ed evitare di doversi
dotare di dispositivi per la miscelazione e la
realizzazione delle atmosfere desiderate.
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Molto schematicamente Ile macchine che
confezionano Iin atmosfera modificata operano
secondo 4 tipologie fondamentali.

Le prime due corrispondono alle classiche
macchine "Form Fill Seal" (FFS) rispettivamente
orizzontale e verticale, modificate per
I'introduzione dell'atmosfera.
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bobina, introduce I'atmosfera selezionata che
sostituisce l'aria presente. Queste macchine in effetti
portano ad una progressiva diluizione dell'aria nella
atmosfera modificata e non garantiscono quindi una
completa eliminazione dell'ossigeno atmosferico. A
volte queste macchine prevedono delle modificazioni
al sistema saldante per garantire un piu lungo tempo
di saldatura e quindi una maggiore sicurezza di
ermeticita. In queste macchine e molto difficile
rimuovere l'aria incorporata nel prodotto che, per
alimenti porosi, puo rappresentare una quantita
notevole.

Frat
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compensato”) e che teoricamente possono

suddividersi In macchine
"termoformatrici".

a campana"

Nelle prime la confezione contenente il prodotto
(generalmente una busta o un sacchetto) viene
posta sotto-vuoto e poi riempita dell'atmosfera
selezionata; il ciclo puo essere ripetuto piu di una
volta per maggiore garanzia.

Le seconde sono macchine termoformatrici sotto-

vuoto, modificate per l'introduzione dei gas. Da una

foglia di laminato plastico piuttosto spessa si forma
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di un'apposita stazione, la vaschetta viene

evacuata e riportata a pressione atmosferica per
introduzione della atmosfera modificata.

E' essenziale che queste macchine abbiano
dispositivi di controllo detti "no-gas, no-run" per
evitare che una mancanza di gas nelle linee porti
a prodotti difettosi, e sistemi per controllare Il
livello di ossigeno residuo (piu basso in queste
macchine rispetto alle precedenti) o meglio
ancora la composizione globale dell'atmosfera
Introdotta.
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/ costi

L'estensione della shelf-life dei prodotti confezionati
In atmosfera modificata e Ila loro migliore
presentazione sugli scaffali dei punti-vendita, ha
ovviamente un prezzo. L'incidenza di costo dell'intera
operazione di condizionamento per questi prodotti e
certamente maggiore rispetto ad un confezionamento
tradizionale.

Le ragioni di questo valore aggiunto sono facilmente
intuibili:
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€ sempre un materiale pregiato per le sue
caratteristiche di barriera;

e iI volume dell'imballaggio, accresciuto per
contenere I'atmosfera necessaria al
mantenimento del prodotto;

e | controlli che e necessario effettuare sulla
composizione dell'atmosfera e sull'aria
residua;

e le macchine e la linea di confezionamento
sono tecnologicamente piu sofisticate di quelle

. n . . ] =\ B o e
_tradizionali e quindi piu costose. EE——
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all'altro ed, oltretutto, coperti da un certo grado
riservatezza.

/ controlli

Uno dei principali problemi che deve affrontare il
responsabile di una linea di confezionamento in
atmosfera modificata e quello di controllare la reale
composizione dell'atmosfera e, per la maggior parte
dei prodotti, poter misurare il livello di ossigeno o
aria residua. Le soluzioni tecniche per effettuare
guesti controlli non mancano ma anche questi
aspetti incidono sul costo finale dell'operazione.
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Una misura di sicurezza preventiva € certamente
guella di dotare I'impianto di dispositivi in linea per
un controllo dell'atmosfera erogata ma, in ogni caso,
esiste la possibilita che in alcune confezioni
I'atmosfera non sia quella prevista a causa di un
difetto di saldatura o per l'esistenza di un microforo.

Attualmente, sebbene studiati da tempo, esistono in
commercio ben pochi sistemi di analisi non
distruttiva dell'integrita delle confezioni ed e quindi
Indispensabile sacrificare alcune confezioni, a
campione, per poter effettuare dei controlli sulla
ermeticita, cosi come della composizione gassosa. &
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Le modalita per realizzare analisi della
composizione sono diverse. |l sistema piu
preciso, accurato e completo e rappresentato
dalla tecnica gas-cromatografica.

In alternativa esistono diverse possibilita
rappresentate da dispositivi dedicati a questo
specifico scopo. L'anidride carbonica viene
misurata sempre mediante sensori ad infra-rosso,
selettivi per questo gas, mentre per il dosaggio
dell'ossigeno si sfruttano principi diversi nei
diversi dispositivi conosciuti.
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IFTRINCIFALI METODI DI RIVELATIONE DI DIFETTI DI INTEGRITA' DELLE C ONTELIONI
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conservazione, la sicurezza igienica della tecnica di
condizionamento in atmosfera modificata non e
sempre stata studiata in dettaglio. Esiste sicuramente
'‘esigenza di ulteriori sperimentazioni circa le
possibilita’ di crescita di patogeni e di microrganismi
putrefattivi, in prodotti refrigerati ed in atmosfere
diverse dall'aria.

Una questione di estrema importanza nell'affrontare |
problema della sicurezza di questa forma di
confezionamento € distinguere tra "deperimento
biologico" e crescita di microrganismi patogeni; |
...fenomeni, infatti, sono correlatima differenti. ... &=
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sensoriali tipiche dell'alimento, legato alla crescita
di microrganismi che rendono il prodotto non
commercializzabile o non edibile.

La patogenicita puo invece essere definita come |l
fenomeno legato allo sviluppo di un sufficiente
numero di microrganismi di una determinata specie,
tale per cui il consumo del prodotto puo produrre
sindromi patologiche. In linea teorica e possibile
che un alimento diventi hon edibile senza che sia
pericoloso igienicamente, come che divenga
pericoloso mantenendo la sua edibilita’.
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imite di edibilita’ di molti alimenti, rappresenta un
iIndicatore ed una soglia di sicurezza che previene |l
consumo di prodotti pericolosi per la salute.

In alcune potenziali applicazioni della atmosfera
modificata, tuttavia esiste il rischio che |
microrganismi  non patogeni, responsabili del
deperimento biologico, siano inibiti prima e piu
intensamente di quelli patogeni. Infatti mentre e
certo in molti casi che la modificazione di atmosfera
> In grado di sfavorire la moltiplicazione di una
microflora di contaminazione banale, non € sempre
conosciuto l'effetto della stessa atmosfera suiz
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va esageratamenie entatizzata, CiO che deve
essere sempre sottolineato, invece, € I'importanza
del controllo della temperatura, un controllo che
non puo essere trascurato ma che invece acquista
per il confezionamento in atmosfera un'importanza
forse ancora maggiore che nel caso della
pastorizzazione: mantenendo |la catena del freddo
abbiamo, da un lato, la garanzia di evitare
proliferazioni di germi pericolosi e, dall'altro, la
certezza di una maggiore solubilita nell'alimento
dei gas, che possono cosi meglio esercitare i loro
effetti protettivi.
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guesta tecnologia di condizionamento si rende piu
concreta la possibilita di far giungere al consumatore
finale un prodotto fresco e sicuro, di buone
caratteristiche sensoriali ed igieniche.

Non bisogna, tuttavia, sottovalutare il fatto che si
tratta di  una tecnologia complessa: per
un'applicazione efficace, che produca tutti gli effett
positivi desiderati, € necessario avere un'ottima
conoscenza delle caratteristiche del prodotto da
condizionare, conoscere il comportamento della
microflora contaminante e le proprieta di trasmission

“del materiale.di.imballaggio.che si.utilizza, ...




LA CROMATOGRAFIA
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Il termine cromatografia indica un insieme di tecniche che
hanno lo scopo di separare una miscela nei suoi componenti,
per permetterne il riconoscimento qualitativo e quantitativo.

Queste tecniche sono basate sulla distribuzione differenziale
dei vari componenti fra due fasi, una chiamata fase fissa o fase
stazionaria e I'altra chiamata fase mobile o eluente, che fluisce
in continuo attraverso la fase fissa.

Le tecniche sono molto utili nell’analisi di miscele complesse
come sono la maggior parte dei campioni di natura organica.

A
T S LA SNV P
L 4
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Nasce agli inizi del XX secolo come tecnica per la separazione di
pigmenti fogliari, inventata dal botanico russo Mikhail
Semenovich Tswett.

Egli intendeva separare i pigmenti presenti nella clorofilla; fece
un estratto di foglie verdi in etere di petrolio, lo deposito in
testa ad una colonna di vetro impaccata con carbonato di
calcio ed elui, (cioe verso in continuo) con solfuro di carbonio: i
vari pigmenti si separano in bande colorate, in partlcolare
clorofllla A e B, carotene e xantofilla

Tswett chiamo questa
tecnica cromatografia dal

| .
- greco scrittura del colore

U

O ‘ o, e
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Le tecniche cromatografiche sono sempre distruttive (anche se

in senso strettamente analitico possono in alcuni casi essere
non distruttive), in quanto operano esclusivamente su
campioni in soluzione o in fase vapore: i materiali oggetto di
analisi vanno quindi disciolti in un opportuno solvente.

4

Non e possibile 'analisi senza prelievo di campione né tanto
meno |'analisi in situ (tranne con strumenti miniaturizzati)

e bene precisare che il consumo di campione € minimo. Sono
sufficienti da 1 ml a 1 pl di soluzione, corrispondenti a pochi
mg di campione solido
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»il campione e introdotto nella fase mobile, che puo essere un gas, un
liquido o un fluido supercritico

»la fase mobile viene fatta eluire in continuo attraverso la fase stazionaria,
che e immiscibile nell’eluente

»|a fase stazionaria (liquida o solida) si trova all’interno di una colonna
oppure e supportata su una superficie piana

»|a fase mobile e |la fase stazionaria sono scelte in modo che i componenti
della miscela da separare si distribuiscano tra le due fasi

i componenti piu affini alla fase stazionaria passeranno piu tempo in
guesta fase, quindi si sposteranno piu lentamente attraverso il sistema

i componenti piu affini alla fase mobile si sposteranno invece piu
velocemente

»la separazione dei componenti avviene in quanto ogni sostanza ha una
distribuzione caratteristica tra le due fasi (costante di ripartizione K,=C./C,)
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Ponendo all’'uscita della colonna
un rivelatore che misuri |a
concentrazione del soluto
nell’eluato (cioe la fase mobile che
esce dalla colonna) e riportando il
segnale in funzione del tempo si
puo ottenere un cromatogramma

La posizione dei picchi sull’asse dei
tempi, o tempo di ritenzione, serve
per identificare i componenti del
campione

L’area sottesa dai picchi e
proporzionale alla quantita di ogni
singolo componente e puo essere
utilizzata a scopo quantitativo

Campione

'
A+ H-u

Colonna
impaccata

In

=
]
=

Fase motale

g
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Segnale di rivelatore ==

Tempo ==

Un tipico cromatogramma per una miscela a due componenti ha due
situazioni diverse:

e il picco a sinistra rappresenta un soluto che non ha alcuna interazione con
la fase stazionaria ed esce al cosiddetto tempo morto, t,,

* il picco a destra rappresenta un soluto che ha, invece, interazione con la
fase stazionaria ed esce al tempo t; > t,,
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Oltre al tempo di ritenzione t;, e possibile quantificare I'interazione di un
soluto con la fase stazionaria in due modi:

v'mediante il volume di fase mobile V, necessario per eluire il soluto,
Vi =tz X F; F = velocita di flusso
v'mediante il fattore di capacita K’, espresso come la differenza tra il tempo
di ritenzione ed il tempo morto in unita di tempo morto:

~tr—Tm
™™

Kl
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Il sistema cromatografico € immaginato come una colonna composta da
una serie di strati sottili chiamati piatti teorici;

in ognuno di questi microelementi della colonna si realizza I'equilibrio di
distribuzione del soluto tra fase stazionaria e fase mobile. Lo spostamento
del soluto lungo la colonna e dovuto all’azione dinamica della fase mobile

| termini numero di piatti
teorici (N) e altezza del
piatto (HETP, Height
Equivalent to Theoric
Plate) sono comunemente
utilizzati in cromatografia
per quantificare le
prestazioni dei sistemi Tempo ———»

cromatografici. 2
16( r ]

=

Segnale del rivelatore =

HETP =L /N
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HETP

Rizuttarte o curva di “an Deemter

tra=sf. di mazsa

diff. a vortice
diff. longitudinale

U [Cmisec)

HETP=A+B/u+Cu

A: diffusione microvorticosa

B: diffusione molecolare longitudinale

C: resistenza al trasferimento di massa
. u: velocita lineare media del gas/fluido di

Sislerma Alin
trasporto Corso ITS VI Ciclo “Teenico Superiore della Gestione del Post Raceolt_ ____ _____ 2
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a) separazione con scarsa
risoluzione e basso N

b) migliora la risoluzione
ma e sempre basso N

c) ottima risoluzione e
buono N

Segnale del rivelatore s
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Le interazioni che si verificano tra le sostanze da separare e le due fasi
(mobile e stazionaria) sono deboli: se cosi non fosse non ci sarebbe
trattenimento sulla fase stazionaria oppure, al contrario, eluizione. Sono
sfruttate a scopo separativo le seguenti interazioni:

e legami a idrogeno

* interazioni dipolo-dipolo

* interazioni dipolo-dipolo indotto

e forze di Van der Waals

e formazione di composti di interazione
e attrazione coulombiana

* interazioni steriche

In tutte queste interazioni svolge un ruolo solitamente decisivo la polarita
delle due fasi. Spesso possono essere presenti piu tipi di interazione nello
stesso processo cromatografico
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In base ai tipi di interazione prima descritti possiamo suddividere i
meccanismi di separazione impiegati in cromatografia in:

= adsorbimento
® ripartizione

® scambio ionico
= esclusione

= affinita

La fase stazionaria interagisce con i componenti da separare In
maniera diversa con |'effetto di diversificare la loro velocita e quindi

Il tempo di transite attraverso di essa.

Fase stazionaria solida ==> ADSORBIMENTO
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La fase stazionaria e un solido in polvere steso su un supporto; sulla
superficie dei granuli si trovano siti attivi che possono stabilire legami
deboli (reversibili!) con le molecole della miscela da separare. Si parla
quindi di cromatografia di adsorbimento, che puo essere gas-solido o
liquido-solido a seconda della natura della fase mobile
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Adsorplion chromatography
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La fase stazionaria € un liquido che impregna un solido granulare inerte o e
ad esso chimicamente legato; in questo liquido le molecole da separare
sono solubili; |a fase stazionaria e la fase mobile devono invece essere
immiscibili.

Durante I'’eluizione le molecole si ripartiscono dinamicamente tra le due
fasi secondo la diversa solubilita di ognuna. Si parla quindi di cromatografia
di ripartizione, che puo essere gas-liquido o liquido-liquido a seconda della
natura della fase mobile

La cromatografia di ripartizione € chiamata
in fase normale se |a fase stazionaria € piu
polare della fase mobile, mentre
chiamata fase inversa se la fase stazionaria
e meno polare della fase mobile. Si tratta
della tecnica piu comunemente impiegata
per la separazione di sostanze organiche Partition chromatography

Solute dissolved
in liguid phase
¢oated on surface
of solid suppor
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La fase stazionaria e costituita da un polimero inerte contenente siti attivi
ionizzati o ionizzabili, i cui controioni possono essere scambiati con altri ioni
aventi carica dello stesso segno. Il meccanismo di separazione e basato sulla
competizione per i siti di scambio tra gli ioni presenti nella fase mobile e quelli
presenti nel campione. Si parla di cromatografia di scambio ionico (IEC)

La cromatografia a
scambio ionico e
impiegata per la

separazione di sostanze
ioniche o ionizzabili
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La fase stazionaria e un solido poroso o un gel.

Le molecole dell’analita, disciolte nella fase mobile, penetrano nei pori se le
loro dimensioni sono compatibili e vi rimangono per un certo tempo; le
molecole piu grandi sono invece escluse dai pori ed escono dalla colonna in

tempi brevi

Large molecules

Si parla di cromatografia di esclusione ot T

|
. ) [ @
dimensionale (SEC) . -
. : >
* Gel permeazione per la separazione k.
di sostanze insolubili in acqua smallmoiecuies A\ B AKX @ -
. . . . penetrate pores ; y
e Gel filtrazione per |la separazione di of particies ' @
sostanze solubili in acqua "
@
La tecnica € impiegata per la . -

separazione di molecole di grandi

dimensioni Molecular exclusion chromatography
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In questo caso si utilizzano reazioni di tipo biochimico, reversibili e molto
specifiche, in modo che le molecole da separare interagiscano con la fase
stazionaria e si ottenga cosi I’eluizione selettiva di alcuni componenti della
miscela. Si parla di cromatografia di affinita (AFC)

La cromatografia di affinita e
impiegata nella separazione di
molecole di interesse
prevalentemente biochimico
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In base allo stato fisico della mobile possiamo classificare le tecniche
cromatografiche come segue:

» Cromatografia Liquida (LC): la fase mobile & un liquido nel quale siano
solubili i componenti della miscela da separare; la fase stazionaria deve
essere insolubile nella fase mobile

» Gascromatografia (GC): la fase mobile & un gas che funge da carrier per i
componenti della miscela

» Cromatografia fluida supercritica (SFC): la fase mobile & un fluido
supercritico, con proprieta intermedie tra un liquido e un gas
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In base alla forma del letto cromatografico su cui e realizzato il processo
separativo, possiamo le seguenti varianti:

e Cromatogrdfia su colonna: la fase stazionaria e contenuta all’interno di
una colonna cilindrica, che puo riempire completamente (colonna
impaccata) oppure rivestirne la superficie interna (colonna tubulare)

e Cromatografia planare: |a fase stazionaria e distribuita su una superficie
piana, che puo essere un supporto cartaceo (cromatografia su carta, PC) o
una lastrina in vetro o altri materiali (cromatografia su strato sottile, TLC)
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> In base alla forma del letto cromatografico
Cromatografia su colonna (impaccata, open-tubular)
Cromatografia planare (su carta, su strato sottile)

> In base allo stato fisico della fase mobile

Cromatografia Liquida (LC)
Gascromatografia (GC)
Cromatografia fluida supercritica (SFC)
> In base al meccanismo di separazione
Adsorbimento
Ripartizione
Scambio ionico
Esclusione
Affinita
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La cromatografia liguida € impiegata per la separazione di sostanze non
volatili, neutre o ioniche, e di sostanze termolabili. Si presta facilmente a
misure quantitative. Si possono separare sostanze appartenenti a varie
classi tra cui:

e aminoacidi, peptidi e proteine
e idrocarburi

e carboidrati

 terpenoidi

e polifenoli

* joni inorganici
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Si tratta di un gruppo di tecniche di cromatografia liquida di semplicissima
applicazione, spesso impiegate per avere informazioni preliminari. La fase
stazionaria e supportata su lastre di vetro, fogli di alluminio o di plastica nella
versione TLC (Thin Layer Chromatography) e su fogli di carta da filtro nella
versione PC (Paper Chromatography)

Le fasi stazionarie piu usate sono il gel di silice e I'allumina per la cromatografia di
adsorbimento, la cellulosa per la ripartizione liquido-liquido (in questo caso la
fase stazionaria € I'acqua adsorbita sulle particelle di cellulosa)
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L’esecuzione dell’analisi € molto semplice: la miscela da separare va
depositata sulla superficie, posandone con un tubo capillare una goccia su
una linea che segna l'inizio del processo di eluizione

Quindi il foglio o la lastrina si pongono in una vaschetta contenente la fase mobile che
per gravita (modalita discendente), per capillarita (modalita ascendente) o per
diffusione laterale (modalita orizzontale) fluisce sulla fase fissa trascinando gli analiti e
separandoli Py
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(a) (b)

(a) camera di sviluppo a flusso ascendente
(b) camera di sviluppo a flusso orizzontale
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Il risultato & (spesso ma non sempre) visualizzabile sotto forma di macchie
colorate, ognuna dovuta ad un componente della miscela. Il riconoscimento delle
sostanze puo avvenire effettuando separazioni su miscele standard; in questo caso
il parametro che caratterizza i soluti separati e il cosiddetto Rf o fattore di ritardo.
Per ogni analita il valore di Rf si ottiene misurando la distanza percorsa dal centro
della macchia e confrontandola con la distanza percorsa dal fronte dell’eluente:

Solvent front
Rf = danalita / deluente ¢ 0
AR i
Il valore di Rf degli analiti € quindi sempre compreso tra0 e % E
B
| valori ottimali sono compresi tra 0.4 e 0.8 £ 2 )
o £
o |
L -
ol b
%
= Origin line
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Nel caso le macchie non siano colorate, e possibile ricorrere a due metodi
per visualizzare il risultato della separazione:

e utilizzare una lampada UV per irraggiare la lastrina, se le sostanze
separate non assorbono la luce visibile ma assorbono nell’ultravioletto (A
< 400 nm); puo essere necessario addizionare alla fase stazionaria o alla
fase mobile un indicatore di fluorescenza che permette di localizzare le
macchie

e spruzzare la lastrina con una soluzione contenente sostanze in grado di
reagire con i costituenti della miscela separata, generando composti
colorati; puo essere necessario scaldare leggermente la lastrina per
favorire la reazione
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Separazione di coloranti
antrachinonici con TLC e
illuminazione con lampada UV a
254 nm (dx); I'intensita delle
macchie puo essere valutata con
un colorimetro (sotto)

|

i e
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Nell'immagine sotto € mostrato un contenitore per
I"aspersione di ninidrina su lastrine TLC o PC

Alcuni esempi di reagenti correntemente impiegati per
evidenziare le macchie sono riportati nella tabella

sottostante
Reagente Utilizzo
lodio in EtOH per composti azotati
AgNO; in NH, per sostanze riducenti
Alizarina per cationi
Ninidrina per amminoacidi e ammine
HS, per cationi e metalli pesanti
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!er aumen!are ‘a separazione !ra g‘l anaL!l e qum!l

la loro identificazione e possibile effettuare
I’eluizione lungo due dimensioni, prima lungo un
asse e poi, girando a 90° la lastrina, lungo 'asse
ortogonale, evenutalmente con una fase mobile
differente: in questo modo le macchie sono separate
in maniera piu efficiente

Sotto: separazione di aminoacidi
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| primi esperimenti di cromatografia su colonna utilizzavano colonne di vetro di
1-5 cm di diametro e lunghezza fino a 5 metri. Cio richiedeva tempi
diseparazione molto lunghi

Attualmente e possibile realizzare microcolonne di pochi cm di lunghezza, in
grado di separare in pochi minuti molte sostanze. Queste colonne sono
costituite da particelle di 1-5 um di diametro, che richiedono pressioni molto
alte per forzare il passaggio della fase mobile attraverso la colonna. Per sistemi
di questo genere il termine utilizzato e cromatografia liquida ad elevate
prestazioni o elevate pressioni (HPLC, High Performance o Pressure Liquid
Chromatography)
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Il metodo strumentale della cromatografia liquida ad alta pressione e frutto
dell’'evoluzione tecnologica delle tecniche di cromatografia su colonna.

| principi sono sempre quelli dell’adsorbimento e della ripartizione, ma le fasi
stazionarie sono impaccate in colonne chiuse, con materiali di granulometria
molto fine (5-10 um) e controllata: in tal modo viene aumentata la superficie di
contatto fra fase mobile e fase stazionaria e limpaccamento diviene piu
omogeneo.

Utilizzando queste colonne e necessario che la fase mobile venga fatta fluire ad
alta pressione perché, attraverso colonne con impaccamento a granulometria
cosi fine, il flusso dell’eluente diventa molto lento.

Con lI'impiego di pompe particolari, capaci di applicare pressioni di 50-150 atm,
diventa possibile ottenere flussi di alcuni ml/min, sufficienti ad ottenere
I'eluizione in tempi ragionevolmente brevi.
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Le colonne per HPLC sono in acciaio o in plastica, lunghe 5-30 cm e con diametro interno di 1-5 mm

Le colonne sono costose e vengono facilmente danneggiate da polvere o da particelle o impurezz
presenti nel campione e nel solvente. E per questo che & necessario proteggere lingresso dell;
colonna principale con una pre-colonna che contiene la stessa fase stazionaria della colonni
principale, ma € piu corta e puo venire periodicamente sostituita.

Fasi stazionarie
La fase stazionaria pil comune € costituita da particelle microporose di silice ad elevata purezza,
permeabili al solvente e con elevata area superficiale (alcune centinaia di m2/g). Questa fase
stazionaria viene generalmente impiegata per cromatografia di adsorbimento. Piut comunemente, si
realizza la cromatografia di ripartizione impiegando fasi stazionarie legate, ossia fissate
covalentemente alla superficie della silice.

Fasi polari comuni

R = (CH,),NH, ammino R = (CH,),,CH, | ottadecile

R = (CH,),.CN ciano

La C18 (anche indicata con ODS) e la fase
stazionaria di gran lunga piu utilizzata in HPLC
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cosi la seguente scala definita serie eluotropica di vari solventi.

Solvente Forza eluente (£°)
Pentano 0.00
Esano 0.01
Eptano 0.01
Triclorotrifluoroetano 0.02
Toluene 0.22
Cloroformio 0.26
Diclorometano 0.30
Etere dietilico 0.43
Acetato di etile 0.48
Metil t-butil etere 0.48
Diossano 0.51
Acetonitrile 0.52
Acetone 0.53
Tetraidrofurano 0.53
2-propanolo 0.60
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Cromatografia a fase normale

- Fase stazionaria polare, solvente meno polare

- Solventi piu polari hanno maggiore forza eluente

Cromatografia a fase inversa

- Fase stazionaria apolare, solvente piu polare

- Solventi meno polari hanno maggiore forza eluente

La cromatografia in fase inversa elimina la codatura dei picchi poiché la fase
stazionaria ha pochi siti che possono adsorbire fortemente il soluto.

E anche meno sensibile alle impurezze polari (come I'acqua) nel solvente.
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Eluizione isocratica o a gradiente

Variazione continua della

Con 1 solo solvente o con composizione del solvente per
una miscela di solventi di aumentare la forza eluente.
composizione costante. Una forza eluente crescente €

necessaria per eluire i soluti
piu fortemente trattenuti e
per migliorare le separazioni.
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Vantaqaqi:
e Robustezza

e Pressioni in uscita molto elevate (fino a
700 bar)

e Volume interno ridotto (50 pl) -> adatte
all'utilizzo in gradiente

e Flussi costanti

Il principale difetto € che produce un flusso
pulsato che deve essere smorzato ->
fluttuazioni della linea di base

Come alternativa si possono utilizzare pompe a siringa e pneumatiche
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L'interfaccia  universalmente  utilizzata per
introdurre il campione e la valvola a 6 (o 7) vie.

SARMPLE S&MPLE
¥ ¥
WASTE WASTE
¥ .
CARRBIER CaRRIER
- -
v JAMpLE v i
COLURRN COLURMM

A seconda del /oop montato varia il volume del campione iniettato in colonna
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e Risposta lineare al soluto, possibilmente per parecchi ordini di grandezza

e Tempi di risposta rapidi

e Risposta verso tutti i soluti, oppure risposta selettiva verso una o piu classi di soluti

Rivelatore LOD (ng) Selettivita | Utilizzabile in gradiente?
Assorbimento UV 0.1-1 selettivo Si
Indice di rifrazione 100-1000 generale NO
Fluorescenza 0.001-0.01 selettivo Sl
Elettrochimico 0.01-1 selettivo NO
Conduttimetrico 0.5-1 selettivo NO
Assorbimento IR 1000 selettivo SI
Spettrometro di massa 0.1-1 generale Si
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La radiazione proveniente da una
lampada a vapori di Hg passa
attraverso la cella del campione e
arriva al fotodiodo.

L'intensita della luce assorbita &
proporzionale alla concentrazione
dell'analita.
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Fondazion

rivelatore a A variabile e
sicuramente quello
maggiormente utilizzato in HPLC.

La luce UV proveniente dalla
lampada a D, e scissa nelle sue
componenti attraverso un
monocromatore a gradini.
L'intensita della luce trasmessa e
‘ misurata attraverso un fotodiodo
ed e proporzionale alla
concentrazione dell'analita

Vantaggi

Versatilita: possibilita di selezionare A da 190 a 800 nm.

Elevata sensibilita: potendo scegliere la A ottimale (max assorbanza) per un
analita.

Selettivita: quando si hanno sovrapposizioni di picchi si puo variare la | in modo
tale da minimizzare I'assorbimento degli interferenti.

Possibilita di utilizzare gradiente di eluizione, scegliendo una A alla quale la miscela
solvente non assorbe.
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piu utilizzato in HPLC.

La luce UV proveniente dalla lampada
a D, passa attraverso una cella a
flusso prima che venga scissa nelle
sue componenti  attraverso  un
monocromatore a gradini. L’intensita
della luce trasmessa ad ogni A €
misurata simultaneamente attraverso
un array di alcune centinaia di
fotodiodi. Un pc pud processare,
registrare e mostrare gli spettri in
continuo durante [lanalisi. Inoltre si
posSsono registrare i crmatogrammi a
ciascuna A.




Il rivelatore a indice di rifrazione misura la differenza nell'indice di rifrazione tra la cella del
campione e una cella di riferimento che generalmente contiene soltanto I'eluente. Si
utilizza un fascio di luce collimato e filtrato per rimuovere la luce IR che riscalderebbe i
campione. Quando l'eluente contenente l'analita entra nella cella del campione, il raggio
viene deflesso e inviato al fotodiodo producendo un segnale in uscita differente rispetto a

guello prodotto dal solo eluente




alla opportuna I) o da un laser, passa attraverso
la cella a flusso. Quando un campione
fluorescente passa attraverso la cella, assorbe la
radiazione, viene eccitato e quindi emettera la
radiazione di fluorescenza ad una maggiore |.
L'intensitd della luce emessa viene misurata
attraverso un fotomoltiplicatore posto a 90°
rispetto al fasco incidente.
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Questo rivelatore permette l'analisi di composti elettroattivi che possono essere cioe
ossidati o ridotti. Ad esempio possono essere elettrochimicamente ossidati fenoli, ammine,
mercaptani, perossidi, purine e alcuni eterocicli. Mentre possono essere
elettrochimicamente ridotti aldeidi, chetoni e nitrocomposti.

Un potenziale costante viene mantenuto tra I'elettrodo di lavoro e I'elettrodo di riferimento
e la corrente, prodotta dalla reazione di ossidazione o riduzione dell’analita, & misurata tra
I'elettrodo di lavoro e il controelettrodo ed e proporzionale alla concentrazione di analita
nel campione. Per soluti ossidabili si utilizzano elettrodi in Cu o glassy carbon, mentre per
specie riducibili si utilizzano in genere elettrodi di Hg.

Poiché sono necessari eluenti conduttivi, questo tipo di rivelatori €& utilizzato nelle
separazioni a fase inversa impiegando solventi acquosi o polari contenenti elettroliti
disciolti, generalmente dei tamponi.
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Lo spettrometro di massa puo fornire informazioni qualitative e quantitative sui
componenti della miscela analizzata mediante HPLC. Per ottenere uno spettro di massa,
le molecole portate in fase gassosa, vengono ionizzate. Gli ioni sono quindi accelerati
per mezzo di un campo elettrico e vengono poi separati in base al loro rapporto
massa/carica (/m/q).

L'accoppiamento HPLC-MS e una tecnica relativamente “giovane” e sempre piu
utilizzata.

Lo MS in un sistema integrato HPLC-MS pu0 servire come rivelatore universale (o
comunque come un rivelatore che risponde ad un’estesa gamma di soluti) e sensibile.

L'accoppiamento HPLC/MS é stato tentato gia molti anni fa (fine anni '60), ma soltanto
dalla meta degli anni '70 appaiono le prime pubblicazioni scientifiche.

Le difficolta di tutti i metodi HPLC-MS derivano dal fatto che in HPLC si utilizzano
solventi molto diversi, in funzione del tipo di analisi, (es. acqua, solventi organici,
tamponi); inoltre i flussi in LC sono molto elevati rispetto a quelli richiesti per lo
spettrometro di massa. Per accoppiare le 2 tecniche sono pertanto necessarie
opportune interfacce che oltre a ridurre i flussi dovranno consentire anche la
vaporizzazione degli analiti mediante riscaldamento.
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