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INTRODUZIONE

Il Consiglio dell' Unione Europea (direttiva 1999/CE) ha definito per il 2012 gli
standards minimi di benessere delle galline ovaiblgistemi di allevamento in
gabbie tradizionali saranno sostituiti da allevatnengabbie modificate o a terra.
Tuttavia queste tipologie di allevamenti increment@otenzialmente il rischio di
contaminazione delle uova in guscio da parte diebae parassiti con un
successivo aumento della carica batterica che pentare significativamente
piu elevata di quella presente su uova provenidatiallevamenti in gabbie
convenzionali (EFSA 2005).

L'allevamento delle galline ovaiole in gabbia hautavstoricamente piu successo
poiché consente un piu agevole controllo dei probigienico-sanitari, in quanto
I'animale é confinato in spazi piu piccoli e noa eontatto con le deiezioni ed altri
elementi presenti nellambiente. Grazie alla syzac#éa unica di persistere durante
I successivi cambiamenti che avvengono nell'ambientnella popolazione dei
roditori, la Salmonella Enteritidis rappresenta, in Europa, il sierotipa p
frequentemente isolato negli allevamenti di gallwaiole (EFSA, 2007).

Negli ultimi due decenni, sia in Europa che in Aioey si e verificato un aumento
dei casi di Salmonellosi associati al consumo diaudNel 2006, la &monellae
stata responsabile del 53,9% dei casi segnalatisdinfezione alimentare (EFSA,
2007). La Salmonellosi umana generalmente, € eawata da febbre acuta,
dolori addominali, nausea e talvolta vomito. | et spesso sono lievi e la
magagior parte delle infezioni sono limitate e dellaata di pochi giorni. Tuttavia,
in alcuni pazienti, l'infezione pu0 essere piu grav la disidratazione puo
provocare la morte. La salmonellosi associata as@mo di uova € un importante
problema di salute pubblica in tutto il mondo (Rabeet al., 1994). A questo
proposito, dovrebbe essere prevista l'introduzain@isure efficaci per ridurre la

contaminazione di uova in guscio da parte d&&monellaEnteritidis o altri



batteri patogeni e, quindi, prevenire qualsiaseppiale rischio per la sicurezza del
consumatore.

Negli Stati Uniti, al momento, il lavaggio dellewsoe il trattamento piu utilizzato
per la decontaminazione della superficie dell'u@yoesta tipologia di trattamento,
per le uova di categoria A, e vietata in Europa €éadezione dei Paesi Bassi e
Svezia) perché danneggia la cuticola e favorisgetaetrazione dei microrganismi
all'interno dell'uovo. Infatti, anche se il lavaggmigliora l'aspetto delle uova e
riduce la carica microbica presente sul guscimole corrette pratiche di lavaggio
facilitano la penetrazione @almonellaEnteritidis all'interno delluovo (Kim &
Slavik, 1996).

Quindi, a dispetto della sua ampia applicazione meriale, il lavaggio delle
uova non elimina il rischio di trasmissione debdnsonellosi.

Pertanto dovrebbero essere introdotti trattamentierrativi per la
decontaminazione delle uova in guscio. Con succeasabile, il mondo della
ricerca ha studiato metodi alternativi (fisici a@ralti) per inattivare léSalmonella
spp. e la flora microbica naturalmente presentia sulperficie del guscio. Alcune
di queste procedure di decontaminazione includoattamenti con disinfettanti
(Worley et al., 1992; Knape et al., 2001), perasgid idrogeno (Padron, 1995),
ozono (Koidis et al., 2000), acqua idrolizzata @#&lis 2003), radiazioni
ultraviolette (UV) (Kuo et al., 1997a), luce pusgDunn, 1996), raggi gamma e
raggi X (Tellez et al., 1995; Serrano et al., 1998s plasma (Davies & Breslin,
2003) e aria calda ( Hou et al., 1996; James ,e2@02).

Le radiazioni inattivano in modo efficace Balmonella Enteritidis presente
nell'uovo, ma il trattamento provoca una drastichuzione della qualita (Lith et
al.,, 1995; MA, 1996). La pastorizzazione in acqudda € una tecnologia
approvata dal Dipartimento dell'Agricoltura degltate Uniti ed e gia stata
introdotta in commercio per inattivare |&almonella Enteritidis all'interno

delluovo (USDA, 1997). Tuttavia, tempi di riscaldanto troppo prolungati



provocano la denaturazione delle proteine, conemunnte effetto negativo sulla
torbidita dell’aloume (Hou et al., 1996).

A questo proposito la pastorizzazione ad aria cplea rappresentare una valida
alternativa per la decontaminazione della superfilglle uova in guscio, anche in
relazione al divieto di utilizzare I'acqua in UEodRi studi sono stati pubblicati
sull'impiego di questa tecnica, al fine di valutdrpotere decontaminante. Hou et
al. (1996) hanno osservato una riduzione dellacaahatterica diSalmonella
Enteritidis di 5 logp Su uova trattate con aria calda in forno a 55&C180 minuti.
James et al. (2002) hanno verificato I'applicadbitit un trattamento a flusso di aria
calda per la pastorizzazione della superficie detlea. Purtroppo tali autori non
hanno valutato il potenziale decontaminante delkcnita tramite test
microbiologici.

L'obiettivo di questo studio e stato quello di sypare tecniche innovative per la
decontaminazione superficiale delle uova in gubamate sull'utilizzo di aria calda
in regime di convezione naturale o forzata. Inmahte sono stati sviluppati due
modelli numerici CFD utili a studiare il trattamenad aria calda, in regime di
convezione forzata e naturale, della superficiau@ta in guscio. Tali modelli
hanno permesso di stimare la distribuzione ottimdkdla temperatura di
pastorizzazione nell’uovo (interna ed esterna)atétta di attenuare il rischio di
coagulazione dell'albume durante il trattamentonieo. In seguito € stato ideato e
messo a punto un prototipo da laboratorio in gidicedfettuare diverse tipologie di
trattamento in termini di temperatura e velocitd'aea calda, velocita dell’aria
fredda, velocita di rotazione delluovo e duratd ttattamento. Infine e stato
valutato I'impatto dei trattamenti termici ad adalda sulla qualita dell'uovo e il
loro potere decontaminante su uova in guscio spetaimente infettate con
SalmonellaEnteritidis,Escherichia colie Listeria monocytogenes






CAPITOLO 1
STATO DELL’ARTE

La Salmonella come agente patogeno di origine alim&are

Le Salmonellaspp. sono ampiamente presenti in natura e possansare
infezioni negli uomini e negli animali. L&almonellaé stato il primo batterio, nel
1888, ad essere identificato come causa di malptbgocate dal’ingestione di
carne infettata (D’Aoust, 1989). Attualmente,Salmonellaspp. € considerate la
causa di un elevato numero di tossinfezioni protedal consumo di acqua, uova
pollame, ortaggi, frutta fresca , succhi di fruttanolti paesi sviluppati o in via di
sviluppo (D’Aoust, 2001). La&Salmonellae il piu importate patogeno presente
negli alimenti, si stima che annualmente si vemnifio circa 1.4 milioni di infezioni

e 600 casi di morte dovuti al consumo di alimemintaminati conSalmonella
(Mead et al., 1999). Inoltre, i casi di salmongllsono collegati ad costo annuale
di circa 2.3 miliardi di dollari (Frenzen et al999).

Il genereSalmonellae diviso in due speci§Galmonellaenterica che comprende
sei sottospecie, almonellabongori attualmente il genere comprende un totale di
2449 sierotipi. Popoff et al., (1998). [Salmonellaenterica sottospecie Enterica,
e la sottospecie piu diffusa nelle infezioni alinene provoca piu del 99% dei
casi di salmonellosi (Bell & Kyriakides, 2002). ISalmonellaenterica,sierotipo
Typhimurium LT2, € il tipo piu resistente del gemetuttavia tutti i sierotipi
possono potenzialmente causare malattie nelluord®Adust, 2001). La
Salmonellaentericg sottospecie Enterica, pud essere divisa in dieggoee in
base all'abilita specifica di infettare gli animali 'uomo (Poppe, 1999). La
Salmonellain grado di infettare 'uomo include [BalmonellaTyphi Human che
causa febbre tifoidea e #almonellaParatyph A, B, e C, che e responsabile della
febbre paratifoidea (D’Aoust, 2001). Esempi di Sahella capaci di infettare gli



animali sono laSalmonella Choleraesuis che causa enterocoliti, polmoniti e
setticemia nei suini, l&almonellaPullorum e laSalmonellaGallinarum che
causano malattie nei polli e nei tacchini (Pop#99). Si stima che circa 2400
sierotipi non adattati, riscontrati negli uominnegli animali, siano responsabili di
salmonellosi (Bell & Kyriakides, 2002). A partireald1940, c’'e stata una forte
crescita di casi isolati di sierotipi non adattdti Salmonellanegli animali e
nelluomo (Guthrie, 1992). Nelle ultime due decath, malattie causate da
Salmonella entericasottospecie Enteritidis, sono aumentate in tuttmando a
causa dell'ingestione di uova contaminate che smmsiderati la prima causa di

salmonellosi nel mondo (Guard-Petter, 2001)

Salmonella: caratteristiche generali

La Salmonellafa parte della famiglia dell&nterobacteriaceaeé un batterio
Gram negativo, a bastoncello (0.7-1.5 x 2.0-5.0 yj);mg)bile e non sporigeno. La
SalmonellaPullorum e laSalmonellaGallinarum, adattate al pollame, non sono
mobili (D’Aoust, 1989; Bell & Kyriakides, 2002). L&almonelle sono batteri
anaerobi facoltativi, produttori da gas da glucasino capaci di utilizzare il citrato
come loro unica fonte di carbonio (D’Aoust, 1988).aggiunta, comunemente le
salmonelle producono idrogeno disolfuro, lisinareitotna decarbossilasi, ma non
urasi e triptofano (Bell & Kyriakides, 2002). l%almonellaspp. cresce a 2-47°C,
I'intervallo di temperatura con maggiore velociiactescita e 25-43°C (D’Aoust,
2001). La sua termoresistenza cresce a bassi \@lattivita dell'acqua; tuttavia,
in condizioni di elevata attivita dell’acqua, $&lmonellaSenftenberg, ceppo 775
W, é particolarmente termo resistente (D’Aoust, Z@ell & Kyriakides, 2002).

Le Salmonellaspp. Sono in grado di moltiplicarsi a pH 3.6-9.8 iMoro optimum
di crescita e a pH 6.5-7.5 (D’Aoust, 2001).



Dinamica di contaminazione del guscio d’'uovo

La contaminazione microbica degli impianti di ahewvento delle galline avaiole
con agenti patogeni come I8almonella spp gioca un ruolo chiave nella
contaminazione delle uova in guscio. Jones etl8Bg), nel 72% dei campioni di
uova prelevati in un impianto di lavorazione, hansolato piu di otto diversi
sierotipi di Salmonella | sierotipi piu diffusi sono risultati essere $almonella
Heidelberg e |&almonellaMontevideo.

La contaminazione delle uova in guscio cB8almonellaEnteritidis si verifica
principalmente per contaminazione esogena (oriat®nte per contaminazione
endogena (verticale) (Humphrey et al., 1991, Bi&uwrehlhaber, 1995; Fajardo et
al., 1995). La contaminazione esogena € dovutardhtto dell’'uovo in guscio con
ambienti contaminati e conseguente penetraziortgatinonellaattraverso i pori
del guscio e successiva proliferazione all’intedeti’'uovo (Hammack et al., 1993;
Fajardo et al., 1995). Il contatto delle uova danateriale fecale € una delle cause
piu frequenti di contaminazione da Salmonelle (@a®&eard, 1990; Humphrey,
1994). La penetrazione e la successiva migraziaia d Salmonella spp nel
contenuto delle uovo, possono essere facilitatirdaserie di fattori che includono
I'umidita del guscio d'uovo (Bruce & Drysdale, 1994 stoccaggio a temperatura
ambiente (Rizk et al. 1966), lo stato di integd& guscio (Humphrey et al., 1989;
Todd, 1996) e lo stato di integrita della cutic@adron, 1990; Bruce e Drysdale,
1994).

La contaminazione verticale (endogena) si verifjcando le ovaie della gallina
sono infettate con microrganismi, tra cui la Salela, che possono risalire
l'ovidotto e quindi contaminare l'uovo durante laasformazione (Fajardo et al.,
1995 Thiagarajan, 1995; Humphrey, 1999). Studi tbasdl’'infezione artificiale e
naturale delle galline ovaiole hanno messo in exadeche, sia il tuorlo che I
albume possono essere contaminati da Salmonelkerificis per via endogena
(Shivaprasad et al., 1990; Humphrey, 1994). Shasqa et al. (1990) ha osservato



che infettando le ovaie delle galline con SalmanElhteritidis quest’ultima veniva
trasmessa sia all' aloume che al tuorlo. Tutta@ast & Beard (1990) hanno
dimostrato che galline infettate artificialmente ncdsalmonella Enteritidis
producono uova contaminate sia nell’ aloume chetu&llo intero, ma non nel
tuorlo interno, suggerendo quindi che il sito dn@oninazione potrebbe essere la
membrana vitellina situata attorno al tuorlo.

Humphrey et al. (1991) analizzando 5.700 uova scgue hanno determinato che
la maggior parte delle uova contaminate (72%) cwva meno di 20 cellule di

Salmonella Enteritidis.

Tecniche di decontaminazione delle uova in guscio

Il mondo della ricerca ha incominciato a prestaeggiore attenzione ai possibili
metodi, fisici o chimici, per la decontaminazionglld uova in guscio solamente
nell’'ultimo decennio. | motivi di tale affermazionesiedono principalmente nel
fatto che solo in Europa non e consentito il lavagtelle uova come metodo di
sanitizzazione e che negli ultimi due decenni gegficato un aumento di casi di
Salmonellosi associati al consumo di uova, sia umoga che in America, in

particolare diSalmonellaEnteritidis.

Hou et al. (1996) ifPasteurization of intact shell egbganno pubblicato uno studio
circa l'efficacia della pastorizzazione di uova dntate artificialmente con
SalmonellaEnteritidis. Le tecniche che hanno proposto séartal calda generata
in forni a convezione e l'acqua calda (bagnomariggli tecniche sono state
utilizzate singolarmente o accoppiate per diffareondizioni di temperatura e
durata del trattamento. Gli autori hanno conclus® wova trattate in acqua per 25
minuti a 57°C riportano una riduzione di 3jggnentre uova trattate con aria calda
a 55°C per 180 minuti riportano un abbattimentd thg,,. La combinazione delle
due tecniche (acqua a 55°C per 25 minuti seguitardacalda a 55°C per 60



minuti) produce una riduzione di 7 Ilggin termini di SalmonellaEnteritidis
all'interno dell’'uovo. Gli autori non hanno ripottadifferenze significative per i
valori dell’ indice di Haugh, di pH, ed indice delorlo e il colore, tra campione
trattato e controllo, mentre hanno riportato défeze significative per parametri
viscosita e torbidita dell’aloume probabilmenteausa della denaturazione delle
proteine. Lith et al. (1995) hanno proposto uno studio sudifficacia dei
trattamenti ad acqua calda (57°C per 20-30 mimr)la pastorizzazione di uova
inoculate internamente cont00® SalmonellaEnteritidis. Inoltre, gli stessi autori,
hanno suggerito che trattamenti a temperature gupar 57°C della durata di piu
di 20 minuti possono causare fenomeni di coagutezialell’aloume e ridurre la
qualita delle uova.

James et al. (2002) hanno pubblicato un interesskvbro dal titoloSurface
pasteurization of shell eggsirca I'applicazione di quattro differenti metodi
pastorizzazione (getto di aria calda, acqua balamtdiazione infrarossa e vapore)
per la decontaminazione superficiale delle uovastopo principale del lavoro &
stato determinare la temperatura interna ed estdrgascio al fine di identificare
la massima temperatura applicabile senza danneggiacontenuto interno
delluovo. Le temperature e i tempi che hanno z#dto sono i seguenti: aria calda
180°C per 8 secondi, acqua calda 95°C per 10 secoatlazione infrarossa
210°C per 30 secondi, vapore 100°C per 2 secondi.

In tale lavoro non sono state effettuate proveigb tmicrobiologico, gli autori
hanno valutato il potenziale decontaminante delieerde tecniche solamente
tramite confronto bibliografico.

| risultati di tale studio mettono in luce le pat@lita dei trattamenti termici come
metodo di pastorizzazione della superficie dellgaudn particolare suggeriscono
che e possibile raggiungere sulla parte esternmdiovo temperature sufficienti
per ridurre significativamente la carica microbmaperficiale senza raggiungere

internamente temperature utili all’attivazione detlenaturazione delle proteine



dellalbume. Tuttavia, rimangono da indagare quehe sono le reali resistenze
termiche dei gusci e del contenuto dell’'uovo.

L’efficacia dell’acqua bollente per l'inattivaziorkellaSalmonelleEnteritidis sulla
superficie delle uova € stata valutata in precesleamche da Gast et al. (1993).
Tale autore ha concluso che uova inoculate SaimonellaEnteritidis PT13 (19
UFC/ml), immerse in acqua bollente per 5 seconpigrtano livelli non rilevabili
di microrganismi sul guscio. In uno studio similkimathongkham et al. (1999)
hanno riportato che in uova inoculate con Salmarttiteritidis (18 UFC / ml) ed
iImmerse in acqua bollente per 3 secondi, la canimobica era sotto i livelli di
rilevamento. Tuttavia, questi ricercatori hannoigatb che i trattamenti in acqua

bollente possono provocare la rottura del guscio.

Davies & Breslin (2003), in uno studio dal titolavestigations into Possible
Alternative Decontamination Methods for Salmoneltderitidis on the Surface of
Table Eggs, hanno investigato circa quattro tecniche alteweatiper la
decontaminazione della superficie di uova contatainartificialmente In
particolare hanno testato il gas plasma ad ariazata, I'0zono in ambiente secco
ed umido, il Protecta Il (erba naturale con potalitai antibatterica) e un prodotto
commerciale chiamato Radical Waters Biocide comten&lClIO, Q, HO e HQ
(metodo chimico). Gli autori hanno concluso che lgatecniche sperimentate
solamente il Radical Waters Biocide ha mostratceefietto decontaminante sulla
superficie delle uova (riduzione di 4lggli Salmonelld. Il trattamento a base di
gas plasma (20 minuti) ha prodotto un’inattivaeia@h circa il 15% , il trattamento
ad ozono di circa 25% mentre l'utilizzo dell’erbatimicrobica non ha mostrato
nessun effetto decontaminante.

Un plasma € un gas ionizzato composto da ionitrefete particelle neutre. loni e
neutroni sono considerati particelle pesanti e asgrovarsi in uno stato eccitato

a causa dell'alta energia contenuta nel plasmaolntrasto coi gas ordinari, i
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plasmi sono elettricamente conduttivi a causa qe#senza di portatori di carica
liberi.

La sterilizzazione con il plasma € una tecnica vwativa, alternativa alle
convenzionali tecniche di sterilizzazione (Moisdrak, 2001). Questa tecnologia
presenta alcuni vantaggi tra cui la possibilitaterilizzare anche sistemi sensibili
al calore. Secondo Pelletier, 1992, le specieatt® plasma possono distruggere
una vasta gamma di microrganismi o disturbarerie fionzioni attraverso reazioni
con le proteine interne ed il materiale geneticatn@r et al., (1990) hanno indicato
che la sterilizzazione col plasma e efficiente tmmaggior parte dei gas (per
esempio ossigeno, azoto, aria, idrogeno, alogemgjride carbonica, acidi
organici, aldeidi) qualunque sia il tipo di carica.

Berardinelli et al. (2009) hanno condotto uno stuslill'utilizzo di un generatore
di plasma a RBD (resistive barrier discharge) mmotitaminare la superficie delle
uova in guscio d&almonellaEnteritidis. Le uova sono state trattate sotteckrica
dove la temperatura del gas era vicina a quellaieardy minimizzando cosi il
rischio di alterazioni dei componenti termolab#licliovo. | risultati hanno messo
in luce il potere decontaminante del prototipo swauinoculate corSalmonella
Enteritidis, riportando una riduzione della carbztterica variabile tra 1 e 5 Ipg
in funzione della durata del trattamento (0-90 mnWannini et al. (2009) hanno
testato il medesimo prototipo a RBD proposto daaBknelli et al (2009), su uova
inoculate conSalmonek Enteritidis,Listeria monocytogene&scherichia colie
Bacillus cereus Tali autori hanno riportato una riduzione delkxica batterica
compresa tra 1.5 e 4 Iggin funzione della specie microbica, del tempo di

esposizione al gas plasma e dell'umidita relatreagnte durante il trattamento.

Per quanto riguarda i metodi fisici grande inteeesstato rivolto anche all’utilizzo
di diverse tipologie di radiazioni: gamma, UV, IRnicroonde.
Per quanto riguarda le radiazioni gamma Tellez.ef1995) hanno condotto uno

studio incentrato sull'utilizzo di radiazioni gamr@abalto-60 ’Co) a 2 kGy e a 3
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kGy per inattivare |le&5almonellaEnteritidis presente sulla superficie delle uova.
Tali autori hanno rilevato una riduzione massima dog,, collegata pero ad un
notevole scadimento qualitativo delle uova. Taladgoento qualitativo e stato
riscontrato anche nel trattamento da 1 kGy che ootapa anche una efficacia
minore a livello di abbattimento microbico (circladh).

Ferrero & Del Maestro (1998) hanno proposto un davoirca i cambiamenti
reologici che si possono riscontrare in uova diigglirradiate. Tali autori hanno
concluso che uova trattate con radiazioni gammaalf@i60 £°Co) a 5kGy non
presentano alterazioni in termini di viscosita déddume e del tuorlo, ma riportano
cambiamenti nel colore del guscio.

Serrano et al. (1997) hanno condotto uno studituslizzo dei raggi X a 0.5-1.5
kGy per inattivare l&Salmonelladalle uova in guscio e ad hanno concluso che
radiazioni a 0.5kGy sono sufficienti per inattivarenicrorganismo fino a livelli

non rilevabili.

Le radiazioni ultraviolette (UV) alla lunghezza daa di 254 nm hanno
potenzialita decontaminanti nell'aria, nei liquidisulle superfici (Wong et al.,
1998; Bintsis et al, 2000). Queste particolari iaani hanno il vantaggio di
essere certamente meno invasive rispetto alle ziadiagamma, di avere un
efficacia consistente verso i microrganismi, destcali impiego relativamente
contenuti e di essere di semplice utilizzo.

Inoltre, alcuni studi, hanno evidenziato un potalezi decontaminante delle
radiazioni UV in particolare sull&almonellaspp. e i naturali contaminanti
presenti sulla superficie delle uova (Latala & Dxatirski, 1989; Berrang et al.,
1995; Goerzen & Scott, 1995). Secondo Kou et 8197} le radiazioni UV a 620
uWicnt hanno effettivamente diminuito la carica microbida Salmonella
Typhimurium presente sulla superficie dell'uovo 214 loge in 5 minuti. Un
ulteriore studio di Kou et al. (1997) riporta ctee rbtazione dell'uovo a 1 rpm

durante l'esposizione alle radiazioni UV miglior&g modo significativo,
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linattivazione microbica (4,350 pW/cénper 20 minuti con inattivazione di 2,5
log,o della microflora naturale).

Bailey et al. (1996) hanno riportato che trattameaoh raggi UV a 146 uWi/sec,
della durata di tre giorni, non hanno effetto deéaomnante su uova inoculate con
Salmonellalyphimurium.

Un recente studio di Rodriguez et al. (2005) hasmés evidenza le potenzialita
dell'utilizzo dei raggi UV combinati con I'ozono iforma gassosa per la
decontaminazione superficiale delle uova. Gli autanno utilizzato raggi UV da
100 a 250QW/cn? per un tempo compreso tra 0 e 5 minuti e ozonsagas da 0 a
15 Ib/irf per un tempo compreso tra 0 e 20 minuti per attwva contaminate
artificialmente conSalmonellaEnteritidis. Tali tecniche sono state utilizzata s
singolarmente o in modo combinato. | risultati hammostrato una riduzione
significativa della carica batterica sulle uovattate (riduzioni fino a 5.9 lag,.
Bisogna precisare che in tale lavoro gli autori m@mno considerato i possibili
effetti negativi del trattamento sulle proprietalbjative delle uova.

All'interno dei metodi fisici, applicabili come tacche di decontaminazione, le
microonde rappresentano una buona alternativa, om ochi gli studi
riguardanti la pastorizzazione dell’'uovo in guscom microonde.

| sistemi di pastorizzazione a flusso di microorsdbmo effettuati attraverso un
generatore di un campo elettromagnetico combinato aspersione di acqua. ll
campo magnetico generato avra frequenza ed irketaditda eccitare la molecola
di acqua. | metodi di pastorizzazione con flussondcroonde, a causa dei
potenziali benefici dovuti ai tempi ridotti di egpmione termica necessari per
inattivare i microrganismi patogeni, mantengonoelgvata qualita del prodotto e
per questo hanno generato molto interesse nelbimdudelle bibite. Esistono vari
studi riguardanti il succo di mele (Tajchakavit,akt 1998) ed il latte (Nikdel et
al.1993). Molte ricerche hanno messo a fuoco ltimatione microbica (Fujikawa

et al. 1992) ed enzimatica dovuta alla pastorizweezicon microonde.
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Per quanto riguarda l'utilizzo delle microonde coteenica di pastorizzazione
delle uova, Stadelman et al. (1996) hanno publbliaat interessante studio
sull'utilizzo combinato dei forni a convezione (85°0 dell'acqua (57°C) e dei
forni a microonde. Gli autori hanno trattato uasan tuorlo inoculato con 10
SalmonellaEnteritidis riportando una riduzione della carro&robica di 7 log,
dopo 120 minuti di trattamento combinato forno ava@zione-microonde e dopo
30 minuti di trattamento combinato acqua e micr@rdli autori hanno anche
aggiunto che tali trattamenti non hanno effettjatese sulla qualita dell’uovo.
Tuttavia, anche se il riscaldamento a microonddfieaee e veloce, risulta non
essere uniforme e difficilmente applicabile a lisetommerciale (Schuman et al.
2000).

Dev et al. (2007), hanno pubblicato un lavoro dald Dielectric properties of
egg components and microwave heating for in-sredtqurization of eggin tale
studio sono stati valutati gli effetti della temaeere (0-62°C) e della frequenza
(200 MHz- 1GHz) delle microonde sulle proprietaleligiche dei componenti
interni delluovo, ma non & stata effettuata neaswalutazione di tipo
microbiologico (potenziale decontaminante). Glicauthanno concluso che, a
livello di temperature raggiungibili, il trattamentproposto e paragonabile al

metodo dei bagni in acqua calda.

Degno di nota € lo studio condotto da Dunn (199%) lca testato I'efficacia della
luce pulsata su uova precedentemente contaminat8atmonellalLa luce pulsata
e caratterizzata da brevi flashes di luce emedsaghezze d’onda appartenenti
agli UV (25%), al visibile (45%) e alle radiaziomfrarosse (30%). | flashes di
luce sono molto brevi (200-300 ps) e la loro int@ng circa ventimila volte
guella della luce del sole. La luce pulsata € pited@ttraverso la conversione di
corrente alternata in corrente continua ad altéaggjio in una lampada tubolare.
Questa tecnologia e risultata essere vantaggiasen sermini di tempo (meno di

un secondo di trattamento con 4 Jcmi luce pulsata) che di efficacia

14



(abbattimento di 8 log), non solo a livello della superficie del guscia minche
dei pori (Dunn, 1996). Hierro et al (2009) hannadsito gli effetti decontaminanti
della luce pulsata (4-12 J/@vsu uova inoculate sperimentalmente Safmonella
Enteritidis. Gli autori hanno concluso che la presedella cuticola sul guscio
gioca un ruolo fondamentale sul potere decontamidatla tecnica in quanto la
sua presenza ne accentua l'effetto.

Un limite della tecnica lo si trova nel relativosto della tecnica (Brackett et al.
2000), nel controllare il riscaldamento dell’'alimene nellomogeneita del

trattamento (Gomez-Lopez et al. 2007).

Nell’ambito delle tecniche di decontaminazione €assario prestare attenzione
anche ai metodi chimici. Sicuramente il metodo ¢bampiu importante e il
lavaggio.

L’obiettivo principale del lavaggio e rimuovere ortaminanti dalla superficie
dell’'uovo, migliorare I'aspetto visivo e la quali@eidler, 2001). Il lavaggio € una
tecnica regolarmente utilizzata in USA, obbligaorsecondo il piano di
produzione della Federal Grading Service (USDA, 6198003). Le moderne
tecniche di lavaggio utilizzano acqua contenentatigaanti e detergenti utili a
ridurre la carica microbica presente sull’'uovo .cAe se il lavaggio delle uova e
una procedura abituale in USA, Canada, Austratiaieecentemente in Giappone,
e proibita in Europa per le uova di classe A (Rdirtet al, 1993; Zeidle, 2001;
Hutchison,et al. 2003; 2004).

Il lavaggio delle uova € un processo continuo euseguattro fasi principali:
bagnatura, lavaggio ,risciacquatura e asciugakdumgchison et al., 2003).

Durante la bagnatura l'uovo e soggetto a spruzacdua calda utili a rimuovere
dalla superficie la materia fecale.

Durante il lavaggio I'uovo viene spazzolato e spaia con acqua a temperatura
di 37.8-46.1°C contenente detergenti per rimuowateriale presente sul guscio e

mantenere l'alcalinita dell’acqua a pH di circa(Zkidler, 2001). La temperatura
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dellacqua deve essere almeno 11°C maggiore dati@aratura dell’'uovo; l'uovo
non dove essere immerso nell’acqua durante il gsmdi lavaggio per prevenire
la penetrazione dei microrganismi all'interno (derd 2001; USDA, 2003).
Composti a base di oli minerali sono aggiunti alf@a per prevenire la
formazione di schiuma; I'acqua di lavaggio deveeesssostituita ogni 4 ore per
mantenere le condizioni igieniche (Zeidler, 2001).

Lo step successivo e il risciacquo durante il glelaova vengono spruzzate con
acqua a 60°C contenente 50-200 ppm di cloro o cethdpbammonio quaternario
(Hutchison et al., 2003; USDA, 2003).

L'ultimo step e I'asciugatura che include la rimmze¢ meccanica dell'acqua dalla
superficie dell’'uovo (USDA, 2003).

L’efficacia del lavaggio dipende da una serie thioia che includono in particolare,
la qualita, la temperature e il pH dellacqua, &eatteristiche dei sanitizzanti e dei
detergenti utilizzati durante il processo (Moa®78; Stadelman, 1995). Zeidler et
al. (2001) hanno dimostrato che durante un procetisnale di lavaggio la carica
microbica presente sul guscio si reduce di 2-3log

Altri studi attribuiscono alle condizioni di lavaigga qualita microbica dell'acqua
e l'efficacia della procedura nel ridurre la caricacrobica diSalmonellaspp.
presente sulla superficie (Moats, 1979; Bartlettlet1993; Hutchison etl., 2003).
Precedentemente, Anellis et al. (1954) e Cotté&Bl8) hanno dimostrato che la
Salmonellaspp era meno resistente al calore a pH alcalinileld& Proloux
(1986) hanno riportato che almonellaspp. proliferava in acqua a 38-42°C se |l
pH era minore di 9.5. Kinner & Moats (1981) hannmabtrato che la carica
batterica diminuiva sul guscio delle uova lavata eequa a pH 11 senza tener
conto della temperatura. Catalano & Knabel (1994hno riportato che la
SalmonellaEnteritidis € stata inattivata sui gusci di uowala con acqua a pH 11
e successivamente raffreddati. Worley et @992) hanno testato [lattivita
antimicrobica di composti a base di N-alamina conér SalmonellaEnteritidis

presente sul guscio d'uovo e hanno riportato clesemposti 1-bromo-3-chloro-
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2,2,5,5-tetramethylimidazolidin-4-one (DBC) e 1j8kdoro-2,2,5,5-
tetramethylimidazolidin-4-one (DC) sono stati pfticaci rispetto al cloro contro i
microrganismi. Kim and Slavik (1996) hanno lavadoulbva con composti a base
di ammonio quaternario e hanno concluso che tafipmsti riducono al massimo
di 1.2 log, la carica microbica dbalmonellaEnteritidis. Inoltre questi ricercatori
hanno notato effetti negativi sulla cuticola.

Altri metodi chimici, quale l'utilizzo del perossadd’idrogeno, dell'ozono e
dellacqua idrolizzata, sono stati parzialmenteicaffi nel decontaminare la
superficie delle uova.

Altri autori, oltre a Davies e Breslin (2003) (dato in precedenza in riferimento
a Investigations into Possible Alternative Decontaaion Methods for
Salmonella enteritidis on the Surface of Table Egbganno testato le potenzialita
decontaminanti dell’ozono, in fase acquosa e gasssis uova naturalmente o
artificialmente contaminate co8almonella Whistler & Sheldon (1988) hanno
riportato che, trattamenti della durata di 2 ore caono al 3% in fase acquosa,
producono una inattivazione della flora microbio#lassuperficie dell’'uovo di 2.5
log;o. Bailey et al. (1996) invece, trattando per tr@rgi uova contaminate
artificialmente conSalmonellaTyphimurium, hanno testato I'efficace dell'ozono
gassoso a 0.2-0.4 ppm. Gli autori hanno conclusaddpo il trattamento, sul 91%
delle uova era ancora presente il microrganismo.

Koidis et al. (2000) hanno indagato circa I'effetiecontaminante dell’ozono
acquoso (1.4-3.0 ppm), per due temperature diatrehto, sullaSalmonella
Enteritidis presente sul guscio d'uovo. Tali aut@nno riportato che, trattamenti a
22°C con 1.4-ppm di ozono, diminuiscono la caricarabica di 1 log, in 90 sec.
Perry et al. (2008) hanno valutato I'effetto deemmihante del calore combinato
allozono gassoso su uova inoculate sperimentakneonSalmonellaEnteritidis.
Le uova sono state sottoposte al riscaldamentanpaersione (57°C per 21 min),
al trattamento con ozono (vuoto a 67.5 kPa, segiataozonizzazione ad una

concentrazione massima 140 g di ozond en184-198 kPa per 40 min) o alla
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combinazione dei due trattamenti. L'ozono e 'acza@ombinato al calore hanno
ridotto la carica microbica rispettivamente di Oldghoe 4.2 logo.

L'acqua contenente radicali (acqua idrolizzata) edtivita antimicrobica puo
essere generata dal passaggio di acqua mineraligzaina cella elettrochimica,

che produce cariche positive di acqua contenerdeldgto, ozono, e radicali

idroperossile (H®) e idrossile (OH) (Davies & Breslin, 2003). In relazione

all'utilizzo di soluzioni idrolizzate, Rusell (20D3ha studiato gli effetti di una
soluzione salina (20%) elettrolizzata contenentpp® di cloro libero (pH
2.1;1,150 mV potenziale redox) su uova contaminatéficialmente con
SalmonellaTyphimurium. Il trattamento &€ avvenuto tramite spoay ed € durato
24 ore. Gli autori hanno riportato un’inattivaziathe microrganismo di 4-6 lqg
Davies & Breslin (2003) in un lavoro citato in peelenza, hanno trattato con
acqua idrolizzata contenente radicali e cloro, umantaminate conSalmonella
Enteritidis. Questi ricercatori hanno determinatoauriduzione della carica

batterica di 4log.

Il trattamento con perossido di idrogeno € stastate per linattivazione di
Salmonellasu gusci di uova da cova (Padron, 1995; Cox et28l00). Padron

(1995) ha concluso che il trattamento di uova awoiriate esternamente con
Salmonella Typhimurium, in immersione di perossido di idrogead 6%,

determina una riduzione del 95% della carica nhbio@. In aggiunta, questo
ricercatore ha indicato che l'applicazione di umasgione di 16-psi durante il
trattamento, aumentava la penetrabilita del samitite attraverso i pori del guscio.
Bailey et al. (1996) hanno riportato una riduziaet 55% della carica batterica di
SalmonellaTyphimurium presente sul guscio dopo trattamermto gerossido di

idrogeno al 2,5%, per un periodo di 3 giorni. Coxale (2000) hanno determinato

una riduzione della carica microbica SialmonellaTyphimurium del 65% e del
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33% su uova trattate rispettivamente con perossiddrogeno (1,4%) e con un
tensioattivo a pressione atmosferica.

Nell'ultimo decennio sono stati pubblicati alcuriudi sull’'utilizzo dei metodi
numerici per l'analisi dei processi termici dell@eva. Tenendo conto della
complessita del sistema in esame, i metodi numedppresentano un utile
approccio per la valutazione dei procedsitrasferimento di calore durante la
pastorizzazione delle uova in guscio. Diversamesd#ie soluzioni analitiche
approssimative, i metodi numerici consentono dtdara con geometrie complesse,
con distribuzioni di temperature non omogenee, o al contorno e proprieta
fisiche variabili. L'analisi CFD Computational Fluid Dynamigscostituisce una
base solida per predire i profili transitori di @eita e di temperatura, all'interno
dell’'uovo, durante i trattamenti di pastorizzazione

Denys et al. (2003) hanno pubblicato un lavoro asulleterminazione del
coefficiente di convezione termica sulla superfide un uovo durante un
trattamento ad aria calda. In tale studio hanndizzgito un modello CFD
combinato ad un metodo sperimentale. In particdeareetodologia ha seguito tre
fasi: 1) determinazione del profilo dell'uovo traenifotografie digitali; 2)
generazione di una geometria computazionale; Bjastei profili di temperatura
in uova riempiete con un fluido conduttivo. | pto€FD sono stati confrontati con
I dati sperimentale ed e stato determinato il ¢oefite di convezione termica
attraverso una procedura di ottimizzazione. |l nlodeviluppato in questo studio e
servito come base per ulteriori ricerche sulla $&mone dei profili di temperatura
durante la pastorizzazione di uova in guscio.

Utilizzando sempre i metodi della fluidodinamicangmutazionale, Denys, et al
(2004) hanno analizzato i profili termici e di veild presenti nell’albume relativi
ad un trattamento di pastorizzazione in acquaacdéle uova in guscio. | profili
termici calcolati sono risultati in buon accordaaadati sperimentali osservati su
uova di differenti dimensioni. Il confronto con atil sperimentali ha dimostrato

che le correnti convettive nel tuorlo sono trasbilir@ che lo scambio termico
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avviene solo per conduzione. Nell’albume, inveces¢ambio termico e guidato
anche da fenomeni di convezione naturale. Comungo@vimenti convettivi
naturali all'interno delluovo comunque, non hanmdluenzato il valore del
coefficiente di convezione relativo alla superfidedl’'uovo. Per la valutazione del
potenziale decontaminate del processo di pastaize, gli autori hanno inserito
nell’analisi CFD un modello cinetico di morte deBalmonellaEnteritidis. | tempi
e le temperature minime necessarie per determima@eriduzione della carica
batterica di 5 logysono stati ottenuti su base teorica. Gli autornieaconcluso che
la combinazione dell’analisi CFD e dei modelli d¢inedi inattivazione puo essere
utile per valutare il fenomeno della pastorizzaeidelle uova in guscio.

Sabliov et al. (2002) hanno pubblicato uno studilossviluppo di un modello ad
elementi finiti sul trasferimento del calore duemit raffreddamento criogeno di
uova in guscio. L'uovo e stato considerato di foetidtica, composto da tuorlo,
albume, camera d’aria e guscio, ciascuno dei @gg@tiopo. | profili di temperatura
simulati sono risultati essere in buon accordoiatati sperimentali.

Lin et al. (1999), tramite un modello assialsimnoetrad elementi finiti, hanno
studiato l'effetto di diversi livelli di raffreddaemto e delle caratteristiche
dimensionali dell'uovo sulla pressione indotta &Emomeni termici. Tali autori
hanno concluso che le caratteristiche geometricled’'udvo influiscono

significativamente sui fenomeni di rottura dellessto durante il raffreddamento.
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CAPITOLO 2
CARATTERIZZAZIONE TERMOFISICA DEI COMPONENTI
DELL’'UOVO

Introduzione

Le proprieta termiche dei prodotti alimentari detgrano le loro capacita di
trasferire e accumulare calore e dipendono fortéenelalla composizione dei
prodotti.

La conducibilita termicak (W m'K™), il calore specificoCp (J kg'’K™) e la
diffusivitd termicaD (m’s?) sono le pitl importanti proprieta termiche utiliaa
valutazione dei processi di trasferimento termicame la refrigerazione, |l
congelamento, I'essiccazione e il riscaldament@eReEmente si sta diffondendo
I'offerta di dispositivi che permettono di misural® conducibilita termica, la
diffusibilita termica e la resistivita termica diateriali biologici velocemente e con
sufficiente precisione.

Nonostante cio, mentre in letteratura sono presealieplici studi sulle proprieta
termiche degli alimenti come i succhi di frutti (@h% Okos, 1983; Constenlaet
al., 1989; Telis-Romero et al., 1998), frutta evladura (Shyam S. & Sablani,
2003), latte (Minim et al., 2002; Reddy & Datta,949, caffé (Telis-Romero et
al.,2000), prodotti da forno (Baik et al, 2001)dati riguardanti le differenti
componenti dell'uovo (guscio, alboume e tuorlo) somato carenti.

Coimbra et al. (2005) hanno determinato la dend#acapacita termica e la
conducibilita termica dei componenti liquidi detbwo in funzione della
temperatura e del contenuto di acqua. Per quagt@anda la componente solida
(guscio), i dati relativi alla conducibilita ternasicnon sono recenti e fanno

riferimento a studi di Romanoff & Romanoff (1948gi quali sfortunatamente non
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viene descritta la metodica utilizzata per le dateazioni. Altri valori presenti in

letteratura fanno riferimento al carbonato di cajauro.

Obiettivo di tale attivita € stato quello di detémare sperimentalmente
conducibilita termica, resistivita termica e diffi|e termica del tuorlo,

dell’albume e del guscio. Il calore specifico eealatinabile, conformemente alla
sua definizione, sulla base dei precedenti parametr

La messa a punto di una metodica che fosse in glad@lutare le proprieta
termiche del guscio d’'uovo (solido) ha fatto emeegalcune problematiche, in
guanto la strumentazione a disposizione si avvaleind sonda in grado di
caratterizzare le proprieta termiche solamentdigeidi. E’ stata quindi messa a
punto una metodica inedita basata sull’analisi décele di acqua distillata e

frammenti di gusci.

Materiali e metodi

Sonda KD2

La sonda KD2 (Decagon Device Inc.; Pullman, USAjoenposta da un ago di
acciaio lungo 60 mm e diametro 1.2 mm, contenelatens elemento riscaldante
(resistenza) che una termocoppia, € presente enoitr modulo di controllo

costituito da una batteria, un microcontroller,aamvertitore A/D e un circuito di

controllo per I'emissione di corrente. Inizialmenitenicrocontroller stabilizza la

temperatura e successivamente attiva un flussoodertte elettrica al fine di

Incrementare la temperatura, fino al raggiungimehton valore stabile, superiore
a guello ambientale. In seguito il controller cddcta conduttivita e la diffusivita

utilizzando i dati relativi alla curva di raffreda@nto per un tempo di 30s. La
resistivita e calcolata come reciproco della cotiita.

L’equazione per la conduzione di calore radialeudi mezzo isotropico ed

omogeneo € data da:
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oT _ (0T ,oT
D( +r J (1)

o Lo’ or
DoveT & la temperatura in °€jl tempo in secondD la diffusivita in nis* edr la

distanza radiale in m.

Quando la sonda riscaldata elettricamente viemedaotta nel mezzo, 'aumento di

temperatura dag{temperatura iniziale) ad una distamz#alla sonda, € data da:

o)

DoveK & la conducibilita termica del mezzo in W', g & la potenza termica
prodotta in W rit e y & la costante di Eulero (0.5772).& noto in quanto &
proporzionale alla corrente fornita dalla resistedella sondagEAV ).

Dalla seguente equazione si pu0 notare la relaZzioeare tra In (t) edT; la

pendenza é data da:

q q
= S K=——
M= 42K 4zm (3)
Dall'intersezione della linea di regressione cas$e (4T=0), si ottiene:
r2
In(t) =y+ IH(EJ (4)

Le ultime due equazioni determinaiie D.

Range di funzionamento

- conducibilita termica: 0.1-2 W HK™; precisione 5%
- resistivita termica: 0.5-10 m K W precisione 5%

- diffusivita termica: 0.1-1 mfs™; precisione 10%.
Preparazione dei campioni
E’ stato analizzato un campione di 30 uova provenida galline ovaiole di

tipologia genetica Hy-Line Brown. Per ogni uovatat®e misurato il diametro
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equatoriale (mm), il diametro longitudinale (mmlaemassa (g). Successivamente
guscio, tuorlo e albume sono stati separati e gear gquscio e stato misurato lo
spessore in tre punti attraverso un micrometrotalgi mentre per componenti
liquidi, & stata misurata la massa (g) e la derfk@gani®). Infine si & proceduto con
la determinazione dei parametri fisici dell’alburmedel tuorlo tramite la sonda
KD2.

Componenti liquide (albume e tuorlo)

L’ albume e il tuorlo, provenienti dal medesimo apwono stati inseriti in due
differenti cilindri graduati (50ml) ed immergendormpletamente la sonda KD2
nei due costituenti si € proceduto alla determmazidella conducibilita termica,
resistivita termica e diffusivita termica. Al firgdi ristabilire I'equilibrio termico
dello strumento, e stato importante attendere Qutintra una determinazione e la
successiva.

Il calore specifico e stato determinato per vialiioa partendo dai valori di

conducibilita e diffusivita determinati sperimemt@&nte tramite la seguente

equazione:
K

“% =D, (5)
Dp

Dovep & la densita (kg ).
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Componente solida (guscio)

Per quanto riguarda la componente solida (guscatpi utilizzata una metodica
inedita basata sull’analisi di miscele di acqudilthsa e frammenti di guscio a

concentrazioni note. Dieci gusci privi di membraastacee sono stati finemente
frammentati (granulometria di circa 0.02 mm) e ®&$stvamente sono state
preparate diverse miscele (circa 10g di guscio3gedi acqua) a concentrazione

nota di acqua e guscio.

Per ogni miscela sono state condotte tre ripetizper la determinazione di

conducibilita termica, resistivita termica e dififitita termica.

La conducibilita termica del guscio e stata deteata tramite la seguente

equazione derivante dal principio di conservazideléenergia

Km:KaMa+KgMg N ngKmMm_KaMa (6)
M M

m g

dove la conducibilita termica del guscio e cal@labme somma pesata delle
conducibilita dei costituenti della miscela corenimento al modello delle
resistenze termiche in parallelo.

Ka Kg Kn sono rispettivamente la conducibilita termica ‘'detiua, del guscio e
della miscela, mentril,, My, M, sono rispettivamente la massa (g) dell'acqua, del
guscio e della miscela.

Questa ipotesi e analoga a quella applicata da iBgV(1963) per la

determinazione della conducibilita termica del suol
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Risultati e discussione

In tabella 2.1 sono riportate le medie e le re&@atileviazioni standard dei valori
relativi ai parametri fisici e dimensionali misursitil campione di 30 uova.

In tabella 2.2 sono riportati i valori medi conrkdative deviazioni standard dei
parametri termici misurati tramite la sonda KD2.

Le misure relative ai parametri termici di alouméuerlo sono in accordo con i
valori presenti in letteratura (Coimbra et al; 2006 valori relativi alla
conducibilita termica del guscio presenti in leatara sono pochi. Questi dati
appartengono al carbonato di calck=2.25 W nK™) o a studi condotti da
Romanoff & Romanoff (1949)K=0.45 W m'K™) e risultano essere molto
differenti tra di loro.

Il valore di conducibilita termica determinato inesto lavorok=1.03 W niK™)

si inserisce tra i valori presenti in bibliograéguo rappresentarne la media.
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Peso totale (g) 63.452.44

Peso guscio (g) 6.40 0.38
Peso albume (g) 37.842.16
Peso tuorlo (g) 16.83 0.93
Densita tuorlo (Kg i) 2300 9.50
Densita albume (Kg i) 1003 8.02
Densita tuorlo (Kg i) 1053 4.03
Diametro equatoriale (mm) 44.320.64
Diametro longitudinale (mm) 57.831.34
Spessore guscio (mm) 0.380.02

Tabella 2.1 valori medi relativi alle proprieta fisiche e démsionali.

K (Wm k™ D (mm?®s™) R (MKW ™) Cp (Jkg'K™)
Tuorlo 0.360.02 0.12001 2.790.14 2849172
Albume 0.550.02 0.140.01 1.830.06 3916198
Guscio 1.03.08 0.360.06 0.980.02 1234202

Tabella 2.2 valori medi e deviazioni standard relativi alleoprieta termiche dell’albume,

guscio e tuorlo (K: conducibilita, D:diffusivita,:Rsistivita, Cp:calore specifico).
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CAPITOLO 3
MODELLO NUMERICO PER IL TRATTAMENTO AD ARIA
CALDA IN REGIME DI CONVEZIONE FORZATA DELLA
SUPERFICIE DELL’'UOVO IN GUSCIO

Introduzione

La costruzione di un modello numerico rappresenta possibile metodo
disponibile per effettuare uno studio preliminaré feme di analizzare |l
trasferimento di calore all’interno di uova sottef@a trattamenti termici.

Data la complessita del sistema in esame, questodmeconsente di evitare
numerosi e costosi lavori sperimentali intenti gedminare i movimenti dei flussi
di calore che si instaurano durante i processi igrrpermettendo inoltre, di
conoscere in ogni punto dello spazio quali sianealori delle grandezze di
interesse, senza correre il rischio di perturbasestema con ulteriori apparati di
rilevamento.

La possibilita di variare le condizioni al contorl@orendono inoltre una tecnica in
grado di fornire e prevedere i risultati in modomgdéice e veloce.

Denys et al. (2003; 2004; 2005) hanno proposto odelto CFD per valutare
limpatto di un ipotetico trattamento termico digparizzazione sulle uova in
guscio. La validazione del modello € stata effé#tudilizzando uova trattate in un
bagno d’acqua calda a temperatura costante di°&b6pér 20 min.

L'obiettivo del presente lavoro e stato quello diugppare un modello numerico
CFD utile a studiare il trattamento ad aria caldaomvezione forzata della
superficie di uova in guscio. Il modello ha perntesss stimare la distribuzione
ottimale della temperatura di pastorizzazione unellb (interna ed esterna)
nell’ottica di attenuare il rischio di coagulazionell’aloume durante il trattamento

termico.
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Materiali e metodi

Sviluppo del modello CFD

Attualmente sono disponibili diversi software comomgi di fluidodinamica
computazionale utili alla risoluzione flessibile semultanea delle equazioni di
conservazione dell’energia, della massa e del man(&cott & Richardson, 1997)
ampiamente utilizzati nel’ambito dell’ingegneridingentare (Bin et al. 2002;
Fabbri, 2005). Nel caso specifico le equazioni aiglanti il trasferimento del
calore dentro l'uovo durante il trattamento ad ac@lda sono state risolte
utilizzando Comsol Multiphysics 3.5 (COMSOL Inc.ufington, MA, USA), un
solutore commerciale di equazioni differenzialieatlerivate parziali basato sulla
tecnica degli elementi finiti. E' stato scelto iisolutore UMFPACK, che e
attualmente uno dei piu collaudati per la risolagiai sistemi asimmetrici lineari
sparsi.

Durante il trattamento ad aria calda, I'uovo ruaitarno al proprio asse principale
ed é investito da flussi d'aria calda e fredddatubpposti. | flussi alternati di aria
calda e fredda permettono di raggiungere sullarfiojgeesterna del guscio picchi
di temperatura che non sarebbero compatibili cdanomeni di coagulazione
dell’'albume se mantenuti per tempi piu lunghi.

Il fenomeno diair impingingsull’'uovo e stato simulato utilizzando una conaiie

di flusso convettivo sulla superficie del guscicsicda evitare anche uno studio
completo dei flussi turbolenti di aria, che avreldoenportato un notevole sforzo
computazionale.

Inizialmente sono stati studiati due modelli: undaibo completo 3D e uno 2D
considerando solo una sezione equatoriale delljuévstato osservato che nella
zona equatoriale il range di temperatura € sosthmente comparabile tra i due
modelli.

Essendo questa l'area piu critica per la stallitéalbume e, volendo studiare una

soluzione di prima approssimazione, solo il moddd e stato ulteriormente

38



sviluppato. In aggiunta, i ridotti tempi di calcah@cessari per la soluzione di un
modello 2D, hanno permesso di ripetere l'analisr peolteplici differenti
condizioni.

Empiricamente € stata evidenziata I'importanza adethimera d’aria nella
diffusione termica, quindi si € deciso di consideran un ulteriore modello. Tale
modello deve essere considerato di prima approgsima in quanto in letteratura
non sono presenti osservazioni circa l'effettoadelmera d’aria sulla diffusione
termica.

Il tuorlo non e stato preso in considerazione nebdetio in quanto il maggior
incremento di temperatura dovuto al fenomeno divemione € stato osservato
solamente attorno al guscio.

In figura 3.1 e riportata la geometria del modeitbe possibile notare le differenti
dimensioni della mesh appartenenti al guscio alblime. Il raggio equatoriale
(44.0 £ 0.64 mm), lo spessore del guscio (0.3802 @uam) e le dimensioni della
camera d’aria (4.20 £ 0.12 mm) sono state detemmintiraverso misure dirette
effettuate su 30 uova provenienti da galline HyeLBrown utilizzando un calibro
digitale (CDJB15; Borletti, Italy) (raggio equatale) e un micrometro digitale
(IDU25; Mitutoyo Corporation; Japan) (spessoregiedcio, camera d’aria).

La camera d’aria € stata determinata, dopo rodetéuovo, misurando I'altezza
della camera dalla base del guscio in tre puntidesfanti sulla circonferenza
descritta dalla linea di unione della membranausicp e nel punto centrale della
membrana stessa. L'altezza della camera d’ariata sttenuta mediando i quattro
valori.

Per ottenere un accurato modello CFD bisogna deserinel modo piu realistico
possibile i materiali coinvolti, in questo lavors®to quindi necessario descrivere
'uovo tramite le sue reali proprieta termiche (doaibilita termica, calore
specifico, diffusivita termica). In tabella 3.1 soriportati i valori delle proprieta
termiche del guscio e dell’albume inserite nel nieddisogna ricordare che tali

valori sono stati determinati sperimentalmenteaa#rso I'utilizzo della sonda

39



KD2 documentata nel capitolo 2 con riferimentoaaldro di Fabbri et al. (2007).

Tutti i valori sono in buon accordo con quelli pre8 in letteratura, fatta eccezione
per la conducibilita termica del guscio (1.03 VAKT). Infatti in letteratura sono

riportati solo due valori: 2.25 e 0.456 WHi™, il primo si riferisce al carbonato di
calcio puro, il maggior costituente del guscio dapmentre il secondo € stato
presentato da Romanoff & Romanoff attraverso un&odiea non documentata
(1949).

Equazioni di governo e condizioni al contorno
Il trasferimento del calore e governato dalleqoaei di conservazione

dell’energia:

a_T =D 6_2 + aZT
ot o oy (1)

doveD (diffusivita termica; rfs") & differente per ogni costituente dell’'uovo.

Il programma di simulazione scelto offre una ampiarsonalizzazione nella
definizione delle condizioni al contorndodqundary conditions (figura 3.2)del
modello e quindi nella definizione del process@asbteche deve essere univoco dal
punto di vista fisico e delle sue variabili note tondizioni al contorno in questo
caso interessano la superficie esterna ed intesingudcio.

La temperatura iniziale e stata considerata unigoimogni punto della geometria
(T=293 K). Tra guscio ed albume €& stata impostatacomalizione di continuita
(continuity), in questa zona non esiste resistenza termicia wiEfusione del
calore. Questa scelta permette di rimanere dallée paéel sicuro, in quanto
I'albume raggiunge temperature superiori a quelle si andrebbero a riscontrare
sperimentalmente. La condizione al contorno impastaell'interfaccia tra la
superficie esterna del guscio e l'aria, invecerifarimento al fenomeno della

convezionelteat flux:
q=h(T,-T) )
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essendo(q il flusso di calore totale (W ﬁ), h il coefficiente di convezione

(W m?K™) eT, la temperatura esterna (a distanza infinita),aaler una faccia e

fredda per l'altra.

Il valore dih non e costante, ma dipende dalla geometria e dahdizioni di
flusso presenti nell’'ambiente.

In questo studit € stato determinato tramite il numero di Nusselt:

_ hL

= (3)

air

Nu

doveK,; € la conducibilita termica dell’aria &dil diametro equatoriale dell’'uovo
(m). Siccome il problema e stato impostato coméiedsionale, il coefficiente di
convezione e anche il numero di Nusselt (localey@ntavano una forte variabilita
spaziale lungo la superficie del corpo, in paracel variavano al variare
dell’angolo di incidenza del flusso d’'aria calddlawsuperficie delluovo che in
qguesto caso € stato considerato come un cilindugndeé risultato fondamentale
trovare una relazione tra il numero di Nusselt ealaazione dell’angolo.

La distribuzione angolare del numero di Nusselaleattorno all’'uovo puo essere
relazionata al numero di Reynolds e conseguentenadliat velocita locale dell’aria
(jet impinging (Khan et al. 2005; Tkaguki & Tamotsu 2006; Popaiay 1998). In
letteratura sono disponibili diversi studi teorieguardanti la definizione del
numero di Nusselt per un flusso d'aria calda atioad un cilindro (moto
turbolento e moto stazionario).

La relazione usata nel presente studio (4) deraledtrapolazione (R0.979) di
una serie di curve riportate graficamente da OlséOlsson et al. 2004),
descriventi il numero di Nusselt locale per quattatori del numero di Reynolds

(23,000; 50,000; 70,000; 100,000) e mostrateurfid3.3.
Nu = a + (Re®)sin(c6 +d) )
a = -26.9256: b = 0.5465: ¢ = 0.4850; d = 2.1578& (R9897: p<0.05)

41



doveb e I'angolo d’'incidenza del flusso d’aria sulla stijcie del corpo e
_w,Lp
y7,

Re (5)

essendav, la velocita del flusso d’aria (mi'¥i.e. a grande distanza dall’ostacolo)

e, come riportato iMaterial Property Databasé@MPDB- JAHM Software, Inc):

0= 346.52T (densita dell’aria kgt

u=-7.887-10°T?+ 4.42710 T + 5.2041¢ (viscosita dinamica dell’aria (Pas
K. = 1d).8616_|og (T) - 3.7142
air — 10

Il rapporto tra il diametro dell’'uovo e del gettaecirca 0.5, mentre il rapporto tra
il diametro del getto e la distanza tra getto eesiipe dell’'uovo era circa 0.3, tal

dati soddisfano essenzialmente le condizioni spaErtali presentate da Olsson.
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Figura 3.1: a) mesh composta approssimativamente da 90@tertetriangolari con funzione

a)

parabolica; b) densita variabile della mesh nedkadi maggior gradiente termico.

Boundary Settings - General Heat Transfer (htgh)

Equation

T Global Expressions

a)

Figura 3.2 interfaccia del programma per I'inserimento daiovi relativi alle condizioni al

contorno(a) e alle espressioni globali(b).

Name | Expression Unit | Description
N (kVT) =gy +hiT .- T) n gl 1 |rotation speed [rev/s] of t..| a
Tlow (293 1 temperature low -
Thigh  [Tlow+550 1 terrperature high
,,,,,,,,,, - — = Mow |50 1 oo termp flow speed
| Boundaries Groups| Boundary Condition | Highly Conductive Layer | £l | S0l /5 Vhigh |50 1 high termp flow speed
— CpAir_[1000*0 + {0.0768* T+1076) K
Boundary selection Bound d traints
L ERUE SRR RN RhoAT |L.2*0+ (1e+5"28.06-3/8.314/T) K
Library coefficiant: v Larrh... [0.025*0 + (10~(0.8616*l0gl0(abs(T))-3.7142)) 1
9 Etair [0*1.88-3 + (-7.887e-12*T "2+4 427E-08" T+5.204E-06)
Boundary condition: |Heat flx R sty y) m radius
Quantity Value/Expression  Unit Description D 2*R m
& B lwm®  Inwardheatfl Theta [2*pi*n*t s ru.tatwun angle
N . X i cos(Theta-y*sinfTheta) W in rotated reference
| i/ (inP-y Heat transfer cosffciant v b*sIn(Theta H™ cos(Thetz) in rotated reference
Tirg | K External tarmperatre Tinf  [Tlow+(Thigh-Tlow)* (4r>=0) 1 temperature at nifinite
Ty I 1K Temperatre vinf [Wlow(vhigh-vlow)* (xr>=0) 1 air speed at infinite
) Re Rhodir*Vinf*Dy/Etadir
Radstonyeis | [ A2 |ahs(atan(yr/Xr))
T — € e Surface erissivity U 26,9255+ (Re"0.5465) *sin(0.4948" Alfa+2,1578)
i =—— W
Group: |sheH v e, E % et hShell [Nu*Lambdaair/D
[eskectty group B | J0e ] wgm® Surface radiosity expression —
[¥] interior houndaries Merrber of graup(s): | ]
—— 3
o
Lo ] [ Cancel ] l Apply ] [ Help ] =M [ OK 1 l Cancel I [ Apply ] l Help

b)
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Figura 3.3 numero di Nussult localeN()attorno al cilindro per differenti numeri di Reyds
(Olsson et al, 2004).

K (Wm™'K™ Cp (Jkg'K™ p (kgm™®)
Guscio 1.03 1234 2300
Albume 0.55 3860 1004

Tabella 3.1 proprieta termiche dei componenti dell’'uovo (Kndocibilita termica, Cp:calore
specifico,p: densita).
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Processing

Le grandezze fisiche considerate al fine di indraice differenti trattamenti sono
state la velocita del flusso d'aria calde,(), la temperatura del flusso d’arigf),

la duratura del trattamenta) (e la velocita di rotazione delluova)( Bisogna
ricordare che il modello non € statico, I'uovo itifauota (con velocita angolarg

ed e soggetto allazione di due flussi d’aria capposti, rispettivamente
caratterizzati da valori di velocita e temperaturetabella 3.2 sono riportati gli
intervalli di variazione dei valori dei parameisi€i considerati.

E’ stato anche sviluppato un modello comprendergfetto di controllo in
retroazione della temperatura. Si simula infattidmportamento di un generatore
di aria calda, regolato sulla base della tempesatgservata all'interfaccia tra
guscio ed albume. Si tratta evidentemente di usairainon semplice da realizzare
sul piano fisico, tuttavia capace di fornire a liwedi modellistica, un ciclo
ottimale da applicare sulla superficie esterna gledcio. Tale ciclo garantisce
automaticamente le piu alte temperature all’estel@oguscio senza raggiungere

temperature di coagulazione all’interno.

Grandezze fisiche Range
War (MS) 10-30
t (s) 5-15
Tair (°C) 300-500
n (giris? 0.5-2

Tabella 3.2: range dei valori dei parametri fisici presi in swmerazione durante le prove di

simulazione numerica.
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Validazione sperimentale del modello CFD

E’' stato costruito un prototipo da laboratorio pgeattare un singolo uovo in
condizioni di trasferimento convettivo di caloregy(fra 3.4). Il sistema € composto
da un generatore di aria caldao( air gu (Bosh, model GHG 660 LCD-
professional) dotato di regolazione variabile d&diaperatura (da 50°C a 600°C in
uscita), una fonte di aria fredda (utilizzandoibaambiente) e un supporto rotante
per lI'uovo.

La velocita dell’ aria caldaw,) € stata modulata modificando la distanza del
generatore di aria calda dal supporto delluovceestata misurata, nei pressi del
guscio d'uovo, tramite una sonda ad azione rapmtaMire (Testo AG 445, @ 10
mm).

La velocita dell’ aria fredda & stata mantenuta8te12 m S (misurata vicino al
guscio), mentre la velocita di rotazione del supper stata impostata a 0,5 Hz +
5%. Durante le prove, i cambiamenti di temperatsoao stati misurati sulla
superficie interna ed esterna del guscio (zonateqake), tramite termocoppie K
(Chromel/Alumel; Tersid Came, Italia). Per estrartaorlo e I' albume ed inserire
e fissare le termocoppie, e stato effettuato uro foel guscio di 10 mm.
Successivamente l'uovo e stato riempito con il atilame.

Le uova utilizzate sono di tipo A, con un peso roedii 659g. La posizione delle
termocoppie € stata scelta valutando quanto rifmomaletteratura. In particolare,
studi riguardanti trattamenti termici compiuti sull uova, indicano |l
posizionamento dei rilevatori di temperatura a 4 sutto la superficie del guscio e
vicino al tuorlo (Erdogdu et al, 2007). Poiché uthegli obiettivi del presente
studio é stato misurare la temperatura massimaiuatgg dall’aloume dopo il
riscaldamento, si € deciso di posizionare le teoppi in linea con il getto di aria
calda, una all’esterno, e due all'interno, nei pumtcui si ipotizza un maggior

riscaldamento (figura 3.5).
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| profili termici sono stati campionati ad una foemza di 250Hz, utilizzando un
sistema di acquisizione dati PCI-6036E e uno stnimevirtuale creato con

LabView 8.2 (National Instrument, Corporate, TeXaSA).

Per valutare i trattamenti sono state consideraterse combinazioni di velocita
del flusso di aria calda, durata del trattamentalueata del raffreddamento
(overcooling. La temperatura dell’ aria calda é stata manteoastante per tutti i

trattamenti: 350° C vicino alla parte esterna deaip.

Sono stati testati molteplici trattamenti e le séesombinazioni sono state

utilizzate per le simulazioni numeriche.

Figura 3.4: prototipo utilizzato per la validazione del mdde{A: generatore d’aria calda; B:

generatore d’aria fredda; C: porta-uovo collegatochore elettrico; D: termocoppie)

ADﬁB cD

Figura 3.5: rappresentazione schematica della posizione ggli@ocoppie nell’uovo.
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Risultati e discussione

Per quanto riguarda i risultati relativi all’elalaarone del modello, in figura 3.6
viene riportato un esempio di configurazione deltiamento della temperatura
all'interno dell’'uovo. L’'aumento di temperaturaappresentato dalla gradazione di
colori (min 20°C, max 80°C).

La condizione di perfetto contatto termico tra gose albume, ipotizzata nella
costruzione del modello, fa si che le temperat@aeatate per I'albume risultino
verosimilmente superiori a quelle effettive. Tengtere superiori a 60°C
causerebbero, probabilmente [l'inizio della denatorze delle proteine
dell’albume (Ipsen et al.,2001; Hammersho. et2al01).

In figura 3.7 sono riportati gli andamenti dellamfgeratura in due punti
appartenenti rispettivamente alla superficie esteed interna del guscio. In
particolare sono riportati gli andamenti relatid an ciclo termico caratterizzato
da una temperatura dell’aria calda di 350 °C, \ilodell’aria calda di 20 ns
dell'aria fredda di 10 ni5e velocita di rotazione dell'uovo di 0.5 gifisE’
possibile notare che tra i due punti sussiste ffierdnza di temperatura costante
pari a circa 10°C.

Per gquanto riguarda le simulazioni per le qualit&tos attivato il sistema di
controllo della temperatura dell'aria, basato suftasura della temperatura
dell'albume, si osserva come il meccanismo delleoezione abbia funzionato in
modo efficiente, portando tuttavia a cicli termaaratterizzati da una maggiore

difficolta nella loro implementazione impiantistifigura 3.8).
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Figura 3.6: rappresentazione del riscaldamento delluovoektrno verso I'interno.
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Figura 3.7: andamento della temperatura all’esterno (linea bl@jl'interno (linea verde) del
guscio per un trattamento termico a 350 °C, comail dell'aria calda di 20 rifs velocita
dell'aria fredda di 10 miSe velocita di rotazione dell’'uovo di 0.5 gifis
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Figura 3.8: andamento della temperatura all’esterno (linea bl@l'interno (linea verde) del
guscio per un trattamento termico a 350 °C cortdimone della temperatura interna (max 65
°C), con velocita dell'aria calda di 20 thsvelocita dell'aria fredda di 10 nise velocita di
rotazione dell’'uovo di 0.5 giris
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| dati provenienti dalla simulazione sono statiidaili sperimentalmente tramite
dati provenienti da termocoppie.

Sono stati comparati otto differenti cicli termigportati in tabella 3.3. La bonta
delladattamento tra temperature misurate e pr@rgnidal modello € espresso
tramite l'indice di Pearson- calcolato in riferimento alla temperatura rilevat
nell'interfaccia tra albume e guscio.

| profili termici misurati sulla superficie esterrdel guscio non sono riportati
perché sperimentalmente molto difficile da deteargn Infatti, le termocoppie
fissate sul guscio sono risultate essere moltsensibili alla temperatura dell’aria
calda piuttosto che alla temperatura del gusciocdiseguenza, le temperature
misurate sono risultate molto piu elevate rispattuelle simulate.

Invece, considerando la faccia interna del guseistato possibile osservare che i
dati sperimentali e simulati sono in buon accorngofigura 3.9 € riportato un
profilo termico rappresentativo.

Le differenze tra curve sperimentali e simulate, termini di riduzione
dellampiezza e sfasamento, sono probabilmente tdoalliinerzia termica delle
termocoppie anche se difficili da quantificare.

La presenza della camera d’aria e stata considerat@m semplice modello. In
figura 3.10 sono riportati i profili termici simulain differenti punti dell’'uovo
vicini alla camera d’aria per un trattamento die8gelocita dell’aria calda (350°C)
pari a 15 ms.

E’ possibile notare che sulla superficie esternd gigscio si raggiungono
temperature di circa 70°C, eccetto che per la Bovaastante la camera d’aria. In
guesta zona la temperatura € molto piu alta e uaggii 120°C perché la camera
d’'aria funge da isolatore termico. L'alta temperatdi questa zona del guscio

influenza la temperatura dell’albume a suo contatto
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Trattamento Durata (s) Velocita aria calda (ms") Raffreddamento (s) r p

Al 6 18 20 0.897 <0.1
A2 6 18 0 0.895 <0.1
A3 8 10 0 0.917 <0.1
Ad 8 15 10 0.906 <0.1
A5 10 10 0 0.916 <0.1
A6 10 15 10 0.925 <0.1
A7 12 10 10 0.915 <0.1
A8 12 10 0 0.908 <0.1

Tabella 3.3:.Parametri caratteristici dei cicli termici congialie e parametri statisticutilizzati
per confrontare i dati sperimentatfi: .indice di Pearsorp: significativita statistica.

60

Temperatura (°C

40 A

30 1
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10

0 T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

— dati simulazione = dati sperimentali Tempo (s)

Figure 3.9 temperatura rilevata nella parte interna del guper un trattamento di 8 secondi
con velocita dell'aria calda pari a 10 TasSono riportati i dati sperimentali (linea blu) dati

numerici (linea verde).
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Figure 3.1Q Temperatura calcolata in quattro differenti pushél guscio, vicino alla camera
d’aria per un trattamento di 8 s e velocita deit{aralda 15m8$. A: parte esterna del guscio sopra
la camera d’aria; B: parte esterna del guscio in&dffaccia tra aloume e camera d’aria; C: parte

interna del guscio nell’area di contatto tra albumm@mera d’aria e guscio D: interfaccia tra
albume e camera d’aria.
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CAPITOLO 4
PROTOTIPO PER IL TRATTAMENTO AD ARIA CALDA IN
REGIME DI CONVEZIONE FORZATA DELLA SUPERFICIE
DELLE UOVA IN GUSCIO

Introduzione

Il prototipo e stato ideato con riferimento a quanportato da James et al. (2002)
in Surface pasteurisation of shell eg@3i autori, per generare aria calda, hanno
utilizzato un “hot air gun’ (Power Devil PDW 5001500 W) con due regolazioni
di temperatura: 300 e 500 °C. Durante il funzionatogil generatore di aria calda
veniva acceso un minuto prima di esporre 'uovomndo da raggiungere la
massima temperatura di utilizzo. Tramite proveipnglari hanno dimostrato che,
per evitare un riscaldamento eccessivo, le uovaevlno essere posizionate ad
almeno 150 mm dall’'ugello del termosoffiatore e mlmvevano essere esposte per
piu di 8 secondi a 500°C. Tempi di trattamento lpngo, a distanza di 150 mm,
potevano danneggiare il guscio o cuocere parzidknégrcontenuto delle uova.
Distanze piu elevate tra il generatore di aria @aédla superficie delle uova
richiedevano tempi di trattamento sostanzialmerdpepo elevati per raggiungere
temperature utili alla decontaminazione.

L’obiettivo primario del presente lavoro e statelp di ideare e mettere a punto
un prototipo da laboratorio in grado di effettudieerse tipologie di trattamento in
termini di temperatura e velocita dell’aria calstalocita dell’aria fredda, velocita
di rotazione dell'uovo e durata del trattamento.

In seguito & stato selezionato un unico trattameéetmico in base ai risultati
ottenuti da prove microbiologiche e test di tortadeffettuati sull’aloume. Il

trattamento scelto é stato caratterizzato termicéeneon I'ausilio di termocoppie.
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Materiali e metodi

Struttura del prototipo

Il prototipo (figura 4.1) e stato costruito, dietspecifiche indicazione, in
collaborazione con una piccola azienda che produp@nti per la selezione della
frutta. In via schematica e costituito da due getwer di aria calda, un generatore
di aria fredda e un sostegno rotante per il suppieti’'uovo campione.

| contenuti della scheda tecnica redatta dal ctietel sono riportati di seguito,
mentre i disegni tecnici sono riportati in figur2 4 4.3.

Il sostegno rotante e costituito da una coppiaudli cilindrici in acciaio, del
diametro di 22 mm, accostati in modo tale da lascaima luce pari a 30 mm (con
interasse pari a 52 mm). Tali rulli sono azionadéi dna cinghia che agisce
lateralmente. Poiché le uova hanno diametri diffeyeper fini di sperimentazione,
e necessario poter variare la velocita di rotazideierulli almeno in un range +/-
20%. Il motore € un asincrono monofase, aliment&t@20V, servito da un
variatore di velocita elettronico.

E’ presente un diaframma per impedire lo scorrimémngitudinale dell'uovo.

Un sostegno a portale permette l'alloggiamentoudi deneratori che possono
essere spostati verticalmente e longitudinalmemtiante un carrello, in modo
tale che l'uovo non risulti investito dalla cormeentl'aria durante trattamenti
caratterizzati dall’alternanza di periodi di rist@amento e di raffreddamento in aria
libera.

Il posizionamento dei due generatori permette lihazione dell'asse, su due
direttrici convergenti a circa 45° sull'orizzontale modo che il flusso d'aria sia
distribuito su tutta la superficie esterna delloiov

Dalla parte opposta rispetto al generatore d'aldacsi trova un distributore (a
feritoia), servito da una valvola a leva, predigpagger il collegamento con un

circuito d'aria compressa. Il corpo dellimpiantor@alizzato con tecniche di
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carpenteria ed e dotato di piedini regolabili pernpette I'appoggio orizzontale su
un banchetto da laboratorio.

| generatori di aria calda sono due termosoffiaBosh, model GHG 660 LCD-
professional, caratterizzati dai dati tecnici ripdirin tabella 4.1.

L'aria fredda € generata dal compressore generale laboratorio, la sua
temperatura coincide sostanzialmente con quellaeartae, mentre la sua velocita
& regolabile tramite una piccola valvola (velocit@inima: 10 m3,velocita
massima: 60m m9.

| rulli ruotano con velocita angolare variabild renge 0.4 - 1.4 Hz.

In tabella 4.2 sono riportate le variabili su cup@ssibile agire per determinare

differenti trattamenti.

Figura 4.1: prototipo utilizzato durante la sperimentazione.
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454

Figura 4.2.disegno tecnico del prototipo visto frontalmente
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Figura 4.3:disegno tecnico del prototipo visto lateralmente.
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Potenza nominale assorbita

Tensione

Temperatura uscita bocchetta
Precisione di misura della temperatura
Flusso d'aria

Temperatura esercizio display

Peso

Lunghezza

Altezza

2.300 W
220-240 V
50 — 660 °C
+ 5%
250 — 500 I/min
-20...+70°C
1.0 kg
255 mm
255 mm

Tabella 4.1 dati tecnici relativi al termo soffiatore Bos¢bHG 660 LCD Professional.

Velocita dell’aria fredda

Velocita dell’aria calda

Temperatura aria calda uscita bocchetta

Velocita di rotazione dei rulli

Durata del trattamento

10-60 (m3)
5-10 (m$)
50-660 (°C)
0.4-1.4 (Hz)

0.%.(S)

Tabella 4.2 variabili e relativi range caratterizzanti i véanattamenti.
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Selezione dei trattamenti

Dopo diversi tentativi di messa a punto del prpimtisoprattutto in termini di
inclinazione dei due generatori di aria calda stdbilita dei flussi d’aria calda e
fredda, sono state effettuate le prove per la Eglezlei trattamenti.

Per tutti i trattamenti testati la temperatura 'dekh calda e stata impostata al
valore massimo (660°C all’'uscita della bocchettatedenosoffiatori, circa 350°C
in prossimita dell’'uovo) cosi come la velocita delh calda (10 m9). Tale scelta
e giustificata dal fatto che uno degli obiettivilltietero lavoro qui proposto, e
stato la ricerca di un trattamento di decontamorazidi breve durata, per evitare il
piu possibile la propagazione di calore all'intem@ll’'uovo. E’ risultato quindi
indispensabile imporre la massima temperatura vaggile sulla superficie
delluovo e di conseguenza variare la durata dattamento, la velocita di
rotazione e la velocita dell’aria fredda.

Con Tl'ausilio del modello numerico, precedentemecostruito, si € deciso di
verificare una decina di trattamenti (tabella 43, secondo il modello di
simulazione, nello strato interno del guscio sam@rado di indurre temperature
inferiori ai 60°C (temperatura di coagulazione ‘@lume) mentre, nello strato

esterno, temperature il piu elevate possibili.

Valutazione dello stato di coagulazione dell’'aloume

Per ogni trattamento selezionato sono state teaftuova ed e stato valutato
I'effettivo stato di coagulazione dell’alobume trdeniprove di torbidita. La
valutazione é stata effettuata anche su 30 uosatfee(controllo).

In particolare, per ogni uovo, sono state riemgiie cuvette da 4ml con I'albume
ed e stata misurata l'assorbanza (Ass) a 600nm iteraspettrofotometro
(Spectrophotometer UV-1601, Shimadzu Corporaziapad). Per ogni cuvetta
sono state acquisite tre misure.

Partendo dai valori di assorbanza, la torbiditaogii campione € stata ottenuta

mediando i valori (6 per ogni campione) ottenwntite la seguente formula:
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==t T0 @

DoveT ¢ il valore della trasmittanza (Ass = -IDgl e la lunghezza della provetta e

T.pla torbidita dell’albume.

Valutazione del potere decontaminante

Il potere decontaminante dei trattamenti e stattutaeo tramite delle prove
microbiologiche effettuate in collaborazione conGRIPS (Centro di Ricerca
Interdipartimentale sulle Tecnologie e l'lgiene ldéglevamenti Intensivi delle
Piccole Specie — DISA/UniBO) ed in particolare dotiott. Gerardo Manfedra e la
dott.sa Frederique Pasquali.

Il microrganismo testato e I8almonellaEnteritidis (MB2509), in particolare |l
ceppo resistente alla streptomicina.

Ricordiamo infatti che, da tempo, la salmonellasariata al consumo di uova e
un importante problema di salute pubblica per tuttmondo (Robert & Sockett
1994, EFSA 2009). L&almonellaEnteritids € il sierotipo piu frequentemente
associato con la salmonellosi umana causata daduoom di uova, carne di
pollame poco cotta e da contaminazione incrocialia mistorazione.

In particolare in Europa nel 2007 (EFSA, 2009), sjoesierotipo ha causato |l
64,5% delle infezioni umane da Salmonella.

Grazie alla sua capacita unica di persistere derasticcessivi cambiamenti che
avvengono nell'ambiente e nella popolazione datandla SalmonellaEnteritidis
rappresenta, in Europa, il sierotipo piu frequereta isolato negli allevamenti di
galline ovaiole con il 18,3% di prevalenza nel pea 2004-2005 (EFSA, 2007) .
Le procedure di preparazione dell'inoculo e di mocdelle uova sono descritte in
dettaglio nel capitolo 6.

Il potere decontaminante dell'aria calda € statduteto su uova inoculate

sperimentalmente co8almonellaEnteritidis e su uova non inoculate, contenenti
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solamente la microflora indigena. La stima dellataminazione sul guscio e stata
effettuata subito dopo il trattamento e dopo 6rgieu 10 uova trattate per giorno
per la microflora patogena/indigena e su 5 uova matiate per giorno per la
microflora patogena/indigena (controllo positivbg uova sono state conservate a
20-25°C. La stima della contaminazione del guscstaéa effettuata a temperatura
ambiente aggiungendo 10 ml di soluzione fisiologiahna al guscio all'interno di
una busta di plastica. Il guscio é stato sfregatocpca un minuto all’interno della
busta in modo da staccare i batteri. La contata stéettuata piastrando 100 pl di
diluente utilizzato per trattenere i batteri desgo in Brilliant Green Agar (Oxoid,
code CM0263) per la conta deialmonella

Nel caso di 0-4 colonie, e stato assegnato il ealir 0 CFU. Questo valore
corrisponde a concentrazioni di celle batterichhesenti sul guscio, piu basse del
limite di rilevamento di 1DCFU/guscio.

Trattamento Velocita aria fredda (ms?) Durata trattamento (s) Numero di shots
T1 5 4 1
T2 10 6 1
T3 15 8 1
T4 20 10 1
T5 30 15 1
T6 45 22 1
T7 10 8+60+8 2
T8 15 8+30+8 2
T9 20 10+30+10 2

T10 45 15+30+15 2

Tabella 4.3 trattamenti testati caratterizzati da differeatimbinazioni di velocita dell’aria

fredda, durata del trattamento e numero di shdtesri@anza di aria calda e fredda).
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Definizione dei profili termici

Tramite la determinazione dei profili di temperatun diversi punti dell'uovo e
dello strumento e stato caratterizzato termicamehteiclo termico scelto
precedentemente tramite la valutazione dei tesbajulazione e microbiologici.
Sono state utilizzate termocoppie di tipo K (Chro/ikemel) collegate ad una
scheda di acquisizione del tipo DAQ. L'elaborazialet segnale e stata condotta
mediante I'utilizzo di Labview-SignalExpress.

Prima di poter effettuare le misurazioni € statoassario tarare le termocoppie. Il
programma utilizzato permette di tarare la tempegatramite un comando inserito
nella schermata di configurazione dei sensori (Agui4).

Il valore inserito come CJC Value (calibrazione geinto freddo) e relativo alla
temperatura alla quale si trova il giunto fredde,atel nostro caso, coincideva con
la temperatura ambiente. La differenza di poterz@ie c’'é tra giunto caldo e
giunto freddo e, in genere, riferita ad una temjpesastandard di 0°C del giunto
freddo e, tramite taratura, si imposta il campioeata in modo tale da considerare
la temperatura del giunto freddo pari a 0°C. Lattaa puo essere effettuata
immergendo il giunto caldo delle termocoppie inwecd ebollizione (100°C) ed
effettuando la controprova immergendole succesawvdin una miscela di acqua
e ghiaccio, correggendo poi eventuali errori consnesn la prima taratura (in
genere nell'ordine dei decimi di °C).

La scheda d’acquisizione € stata impostata alla magsima frequenza di
acquisizione, pari a 12 Hz.

Le prove sono state effettuate inizialmente con somla termocoppia posizionata
prima nella zona equatoriale dell’'uovo e successerge nella zona del polo acuto
0 del polo ottuso. In un secondo momento sono statdizzate
contemporaneamente due termocoppie, una situdtabwalca di uscita di uno dei
due generatori di aria calda e 'altra in una dekezone dell’'uovo sopra citate.

Per ogni tipologia di misurazione sono state aftd# 10 ripetizioni utilizzando

uova di tipo A con un peso medio di 65 g.
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Risultati e discussione

Per quanto riguarda laalutazione dello stato di coagulaziodell’albume, il 98%
delle uova testate non ha riportato incrementiiBggtivi, in termini di torbidita,
rispetto ad albumi provenienti da uova fresche.

Le uova che hanno riportato segni di coagulazi@3é (lel totale) appartenevano
al trattamento T9 e T10. Tale risultato poteva messkedotto anche osservando i
grafici relativi alle simulazioni numeriche dei nesimi trattamenti, infatti, al
termine del trattamento, all'interno del guscio raggiungevano temperature

prossime ai 65°C.

| test microbiologicianche se preliminari, hanno riportato risultateressanti.

Per tutte le prove effettuate si osserva un deameneéella carica microbica
(SalmonellaEnteritidis) tra campioni valutati immediatamentgoo il trattamento
e dopo 6 giorni di conservazione. Tale andamentose@ontrabile anche nei
campioni di controllo.

Di seguito vengono riportati i risultati microbigjiei relativi a 4 trattamenti: T3,
T6, T9 e T10 (figura 4.5.a, figura 4.6.a, figura/.4, figura 4.8.a). Per ogni
trattamento preso in considerazione viene mostetohe I'andamento della
temperatura sulla superficie interna (linea bl@daesterna (linea verde) del guscio
ottenuto tramite simulazione numerica (figura 4.Figura 4.6.b, figura 4.7.b,
figura 4.8.b.).

[l migliori risultati, in termini di riduzione dedl carica microbica dsalmonella
Enteridis sulla superficie del guscio, sono stdtermti per il trattamento T3
(durata di 8 secondi e velocita dell’aria fredda pal5 m &) e il trattamento T6
(durata 22 secondi e velocita dell’aria fredda pa4b m 8). La riduzione rispetto
al controllo positivo & in media di circa 2 l@dJFC, sia per i campioni analizzati
immediatamente dopo il trattamento che per i campoalizzati dopo 6 giorni di

conservazione.
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Figura 4.5: risultati microbiologici (a) e profili termici (p dell’interno (linea blu) e dell’esterno

(linea verde) del guscio, ottenuti tramite simuba® numerica, corrispondenti al trattamento T3.
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Figura 4.6: risultati microbiologici (a) e profili termici (b dell’interno (linea blu) e dell’esterno

Giorni

(linea verde) del guscio, ottenuti tramite simub&® numerica, corrispondenti al trattamento T6.
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Nell'ottica di una possibile implementazione indigde, dopo la valutazione delle
diverse prove microbiologiche e dello stato di adagione dell’albume, e stato
selezionato un unico trattamento (T8). Tale trattatm e caratterizzato da due
brevi shots (8 secondi) di aria calda e fredda regipda 30 secondi di sola aria

fredda alla velocita di 15nts

Per quanto riguarda ldefinizione dei profili termicrelativi al trattamento T8, in
figura 4.9 e riportato 'andamento (4 repliche)ladlemperatura acquisita nella
bocca di uscita di uno dei due generatori di aa&la In generale, le curve
risultano essere riproducibili e si assestano dtai 650°C durante i primi 8
secondi di trattamento (figura 4.9.b), mentre dtgagli ultimi 8 secondi di
trattamento la temperatura massima raggiunta éirda 200°C. Le notevoli
differenze tra le temperature raggiunte nel prinmelesecondo shot sono dovute al
fatto che, mentre il primo shot iniziava solo quanddue generatori avevano
raggiunto la temperatura massima (circa 30 sectndscaldamento), il secondo
iniziava con l'accensione dei due generatori (Nenacuna fase di riscaldamento).
In figura 4.10 sono riportati gli andamenti deléamiperatura acquisita nella zona
equatoriale dell’'uovo esposta ai flussi di ariadeadlurante I'intero trattamento (46
secondi). Ricordiamo che, durante il trattameritmvio girava su dei rulli con una
velocita di 1.2 Hz mentre la termocoppia rimaneissd, quindi la temperatura
acquisita non e relativa ad un punto, ma alla ai@@nza equatoriale dell’'uovo
che era in movimento. Durante i primi 8 secondillangona equatoriale, si
raggiungono temperature di circa 330-350°C. E’igzatbile che le oscillazioni
siano state causate dai leggeri spostamenti detlmotoppia provocati dalla
presenza diretta dei flussi di aria calda (primseondi). Durante gli ultimi 8
secondi di trattamento si riscontra un repentinanenio della temperatura

acquisita che tocca i 120°C.
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In figura 4.11 sono riportati gli andamenti (4 iepk) della temperatura durante i
46 secondi del trattamento acquisita all’altezzapdéo acuto dell'uovo. Le curve
risultano essere riproducibili anche se i valori semi raggiunti toccano
mediamente valori piu bassi, circa 150°C, rispeaitoalori che si raggiungono
nella zona equatoriale e del polo ottuso. Taleediiiza pud essere giustificata
dalla possibile deviazione del flusso di aria caldeoveniente dai generatori,
causata dai due “anelli” utilizzati per bloccaneovo, posizionati proprio a livello
del polo acuto. Anche in questo caso, le noteviffergenze tra le temperature
raggiunte nel primo e nel secondo shot, sono doaltatto che, mentre il primo
shot iniziava solo quando i due generatori ragggwago la temperatura massima
(circa 20 secondi di riscaldamento), il secondaiavia con l'accensione dei due
generatori (non c’é una fase di riscaldamento).

In figura 4.12 sono riportati gli andamenti (4 iepk) della temperatura acquisita
all’altezza del polo ottuso delluovo durante tuitdrattamento (46 secondi). E’
possibile osservare che, nella zona del polo ottsiscaggiungono temperature di
circa 230-250 °C. Tali temperature risultano esseodo elevate rispetto a quelle
acquisite nella zona del polo ottuso e piu similg@elle acquisite nella zona

equatoriale anche se inferiori.
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Figura 4.9: temperatura acquisita all’'uscita di uno dei demegatori di aria calda: a) intero
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CAPITOLO 5
EFFETTI DEL TRATTAMENTO AD ARIA CALDA IN REGIME DI
CONVEZIONE FORZATA SULLA QUALITA DELL'UOVO

Introduzione

Procedendo dall'interno verso l'esterno, l'uovo e¢nfato da tuorlo, albume e
guscio. Due membrane costituite da fibre proteictigecciate, dette membrane
testacee, separano I'albume dal guscio: una e regea#l’alboume I'altra al guscio,
ma al polo ottuso esse si separano per dar splzicaamera d'aria. La camera
d’aria aumenta di volume man mano che l'uovo inhé&c@ per questo motivo la
sua altezza viene utilizzata commercialmente plertasee la freschezza dell’'uovo.
L'aumento della camera d’aria € dovuto alla perditaacqua, con conseguente
perdita anche del peso dell’'uovo e dipende, oheedalla durata dello stoccaggio,
dalla temperatura ed umidita relativa dei localcdnservazione e dallo spessore e
porosita del guscio. Le dimensioni medie di un udv60 g sono le seguenti: asse
maggiore di cm 5,8, asse minore di cm 4,2, circ@mfza maggiore di cm 16,
circonferenza minore di cm 13, volume di 55°@nsuperficie di cm70. (Cabras
& Martelli, 2004).

Il guscio rappresenta la parte non edibile dellmo# sottile, fragile e poroso, di
colore da rosa a bruno o bianco e pesa da 5 aE7 @pstituito oltre che da una
piccola parte di acqua (1%), da proteine che fooomama trama su cui si sviluppa
la parte minerale composta prevalentemente daalirigi carbonato di calcio

(93,6%), carbonato di magnesio e fosfato tricalcico

In esso si distinguono, dall’interno all’esternapuwstrato mamillare ed uno strato a

palizzata o strato spugnoso.
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Il guscio € attraversato da numerosi pori che ptaome lo scambio dei gas ed ha

mediamente uno spessore che varia da 280 a 30Calongs & Martelli, 2004).

La cuticola € un sottile strato glicoproteico noaicdicato che si trova sulla

superficie esterna del guscio e serve ad occludeoei limitando I'evaporazione

di liquidi e l'ingresso dei microrganismi all'inteo dell’'uovo. Tale protezione puo

essere danneggiata dal lavaggio o da conservarmqmuo prolungate.

All'interno il guscio e ricoperto da due membranstacee leggermente elastiche e

biancastre accollate fra loro, salvo che in coomenza del polo ottuso dell'uovo

dove formano la camera d'aria. Quest'ultima si geper il rapido raffreddamento
dell'uovo dopo la deposizione, che porta alla pexsbtne di aria e allo
scollamento delle due lamine. Ciascuna membramargasta da piu strati.

La membrana interna e organizzata in almeno tnei giiafibre orientate in modo

differente, per uno spessore totale di circa 22 mm.

La membrana esterna e piu complessa. Ha uno spegistrca 50 mm e possiede

fibre brevi e spesse, poste in almeno 6 piani entate ad angolo retto tra piano e

piano.

Metodi di misura della qualita del guscio:

- integritd della cuticola: tramite specifici colotache fanno presa sulla fase
proteica della struttura; in assenza di cuticolpadtrattamento, I'uovo appare
del suo colore naturale;

- misure dirette di resistenza a una forza di rott(@@mpressione, impatto,
puntura);

- misure indirette di resistenza: valutazione di micyparametri legati
principalmente alla quantita di guscio deposta dpgsecifico, deformazione
non distruttiva, analisi di vibrazione);

- determinazione di micro-crack tramite test acustico

- misura dello spessore (al polo acuto, polo ottusenyeatore) e del peso del

guscio (asciugato, a 20 °C). Lo spessore deve teaemeno i 33@m perché
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'uovo abbia piu del 50% possibilita di rimaneretaitto durante la
manipolazione;

- valutazione del colore mediante colorimetro;

- valutazione della forma allungata o rotondeggiamatieolata come rapporto tra
diametro all’equatore e lunghezza dell’'uovo, mdikgto per 100 (contribuisce
alla resistenza del guscio, preferibilmente rotguinte);

- misura dell'altezza della camera d'aria (aumentan dbnvecchiamento
dell’'uovo) tramite speratura o tramite metodo digivo con micrometro;

- valutazione delle membrane testacee tramite detemigne del calo peso

percentuale dell’'uovo durante la conservazione.

L’albume e caratterizzato da quattro distinti strabume fluido esterno, albume
denso, albume denso piu interno e strato calazfRomanoff & Romanoff 1949).
Chimicamente il maggiore costituente di tutti gie € 'acqua (dall’ 84 all' 89%
passando dallo strato piu esterno a quello pitnode il contenuto in solidi totali
varia tra I'11 e il 13%, le proteine rappresentémocomponente principale (dal 9,7
al 10,6% del peso dell’aloume) mentre i carboideatgli elementi inorganici
variano rispettivamente dallo 0,4 allo 0,9% e d@l allo 0,6%.
Con linvecchiamento dell'uovo, l'albume subisce mfaamenti nelle sue
caratteristiche fisiche, chimiche e biologiche tegd un incremento del valore del
pH conseguente la perdita di CO2 attraverso i gelriguscio (Burley et al. 1989).
Cio comporta una graduale liquefazione della strattgelatinosa della sua
porzione densa e un incremento del contenuto daogl tuorlo (Li-Chan et al.,
1989).
Metodi di misura della qualita dell'albume:
- valutazione della freschezza tramite metodo di Haagn un micrometro a
tripode a circuito elettrico si misura l'altezzal del di aloume denso subito
intorno al tuorlo, e in funzione del peso dell’'ucsiacalcola un valore che va da

20 a 110 UH; 60 UH é considerato il minimo accekablLa riduzione
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dell’altezza dell’albume € attribuita alla proteoldell’ovomucina, alla rottura
di ponti disolfuro, a interazioni con il lisozimaaecambiamenti nell'interazione
tra ovomucine. Le esatte modificazioni chimiche @weengono nell’'uovo
durante lo stoccaggio non sono ancora state idsatsf

- misura del pH: di circa 7.8 per 'uovo appena daposale con il tempo fino a
valori superiori a 9.8 (come conseguenza dell’'evagione della CO2);

- misura della torbidita dell’albume tramite turbiditro o spettrofotometro. La
coagulazione causata principalmente dalla denatum@azdelle proteine a
temperature di circa 60-65°C e la causa princigaleaumento della torbidita
dell’albume.

Il tuorlo € un’emulsione in acqua e di lipidi legatproteine, e racchiuso in una

membrana (membrana vitellina) costituita da duatisgeparati: quello interno

viene depositato a livello dell'ovario, mentre daelesterno e prodotto

dall’ovidotto. Il tuorlo appare formato da strancentrici di vitello bianco e

vitello giallo: il vitello giallo e ricco di lipidj pigmenti e proteine, mentre nel

bianco predomina la componente proteica. |l vitblenco occupa la parte centrale
del tuorlo formando una specie di imbuto (latebche si protende verso la

periferia del tuorlo e su cui poggia il disco ganativo (Cabras & Martelli, 2004).

Il tuorlo e formato per il 48% di acqua e il 52% sblidi costituiti quasi

esclusivamente da lipidi associati a proteine fipteine). Considerando solo la

sua sostanza secca, i granuli sono costituitil@4t% da lipidi, 60% da proteine e

6% da ceneri.

| lipidi del tuorlo sono legati a proteine per fara le lipoproteine nel rapporto 2/1

e rappresentano il 33-35% del peso del tuorldgli¢eridi sono i principali lipidi

del tuorlo (65%), seguiti dalla frazione fosfolimd (31%), costituita

essenzialmente da fosfatidilcolina e da fosfatidielammina e dal colesterolo

(4%) (Cabras & Martelli, 2004).
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Dal momento della deposizione la concentrazionsolidi totali diminuisce come

conseguenza di una migrazione di acqua dall'albwahduorlo attraverso la

membrana (Bellairs et al., 1963).

Metodi di misura della qualita del tuorlo:

- valutazione della freschezza mediante determinazidell’indice del tuorlo
(rapporto tra altezza e diametro del tuorlo);

- valutazione del colore tramite colorimetro;

- valutazione della pigmentazione mediante confronigivo con la “scala
Roche”;

- misura della resistenza della membrana vitellinaaiie |la conservazione

tramite test a puntura.

Obiettivo di questo lavoro € stato valutare I'intpadli un trattamento termico ad
aria calda sulla qualita delluovo, considerandffedenti parametri qualitativi
appartenenti ai diversi componenti dell’'uovo. Ilaegne al parametro qualitativo
misurato, le valutazioni sono state condotte prinmamediatamente dopo il
trattamento e dopo una conservazione di 28 gidlamtemperatura di 25°C.

Il ciclo termico utilizzato per il trattamento dellova é il T8, caratterizzato da 2
shots di aria calda (350° C in prossimita delle)oe fredda della durata di 8
secondi separati da 30 secondi di sola aria fratldarelocita di 15 m&

Ricordiamo che il medesimo trattamento e statizmtto per i test microbiologici
effettuati su uova inoculate con differenti micrangsmi e utili a valutare il potere

decontaminante della tecnica (capitolo 6).
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Materiali e metodi

Per la sperimentazione sono state utilizzate 80@ fresche provenienti da galline
Hy-Line Brown.

Tutte le uova sono state pesate e misurate (dianegatoriale e longitudinale)
tramite un calibro digitale (CDJB15; Borletti, gl

Immediatamente dopo il trattamensono stati valutati i seguenti parametri
gualitativi: colore del guscio, presenza della @, pH dell’albume e torbidita

dell’albume seguendo lo schema mostrato in figuta 5

50 uova prima e dopo il

Colore del guscio trattamento

Presenza della cuticola

pH dell'albume < 50 uova trattate

50 uova non trattate

Torbidia dell’'albume

Figura 5.1 parametri qualitativi misurati prima e immediatarte dopo il trattamento con aria

calda.
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Colore del guscio

Il colore del guscio e stato valutato prima e ddgoattamento termico mediante
colorimetro elettronico a riflessione Hunterlab (K@a Minolta Meter CR-400)
mediando tre misure condotte sullo stesso punto gimsicio. Le differenze
complessive di coloredE) tra le misure condotte prima e dopo il trattarnestno

state inoltre calcolate come vettore somma:

1/2
AE" = (AL + Aa” + A7) (1)
dove AL, 4a eAb sono le differenze dei valori misurafi, a eb’, prima e dopo
il trattamento.
Cuticola

La presenza della cuticola, formata da una pasdreolproteina analoga al
collagene, e stata determinata immergendo le uowma soluzione colorante di
tartrazina e green S (MTS Cuticole Blue). | campitattati e non, dopo un
minuto di immersione e lavaggio con acqua distllaono stati stoccati per circa
15 minuti e successivamente analizzati sia visivaemeche con colorimetro
elettronico a riflessione (Konica Minolta Meter @RO).

In presenza di cuticola la superficie delle uovéirgie di un colore verde intenso
mentre in caso di assenza o danneggiamento dditoleutale colorazione perde
di intensita.

Le differenze di colore tra i campioni sono statutate calcolando UME
partendo dai valori colorimetridi*, a*, b* acquisiti in tre differenti punti della

superficie del guscio e successivamente mediati.

pH dell'alboume
Il pH dell’albume e stato determinato mediandoniisure condotte su tre aliquote
prelevate da ciascun uovo di ogni campione, t@agabon, dopo aver mischiato la

sua porzione densa e liquida (CyberScan 510 pHedBunstruments).
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Torbidita dell’albume

Per ogni uovo, sono state riempite due cuvettei@d@dé.2) da 4ml con I'albume ed
e stata misurata l'assorbanza (Ass) a 600nm transpettrofotometro
(Spectrophotometer UV-1601, Shimadzu Corporaziapad). Per ogni cuvetta
sono state acquisite tre misure.

La torbidita di ogni campione e stata ottenutajgrato dai valori di assorbanza,
mediando i valori (6 per ogni campione) ottenwdhtite la seguente formula:

NORSL S @

doveT ¢ il valore della trasmittanza (Ass = -IQgl € la lunghezza della provetta e

T.pla torbidita dell’albume.

L'aumento della torbidita dell’albume e direttanerdorrelato con l'incremento

dell’assorbanza e il decremento dell'opalescenfialiieime

Figura 5.2 cuvette da 4 ml riempite di albume utilizzate fedeterminazione della torbidita

tramite spettrofotometro a 600nm.
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Durante o dopo 28 giorni di conservazione a 25&guendo lo schema mostrato

in figura 5.3, sono stati valutati i seguenti indjcalitativi: danneggiamento alle

membrane testacee, resistenza alla rottura delogusdice del tuorlo e presenza

di microfratture nel guscio tramite la determinammodella dynamic eggshell

stiffness.

Membrane testacee

Resistenza alla

rottura del guscio

Indice del tuorlo

Dynamic eggshell stiffness

<

N

50 uova trattate

50 uova non trattate

Figura 5.3 parametri qualitativi misurati durante e dopo gnaservazione di 28 giorni.
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Membrane testacee (calo peso)

Tramite la misura del calo peso percentuale deleawa 7, 14, 21 e 28 giorni di
conservazione a 25°C € stato valutato il possibineggiamento delle
membrane testacee derivante dal trattamento cancafda. Queste ultime sono

strutture fibrose, del tipo collagene, collocatéraérno del guscio.

Resistenza del guscio alla rottura

La valutazione della resistenza alla rottura delcgué stata condotta misurando la
forza necessaria (N) per rompere il guscio mediantepressa specifica provvista
di cella di carico da 50N e display digitale (Egheth Force Gauge Model-II,
Robotmation Co.Ltd., Tokyo, Japan; figura 5.4)

Figura 5.4 pressa per la misura della resistenza del gu&wdg shell Force Gauge Model I,

Robomation C., Ltd).
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Indice del tuorlo

L’indice del tuorlo € stato valutato senza separakll’aloume in accordo con
Funk (1948) determinando il rapporto tra altezzaliametro del tuorlo. Tale
parametro cresce con il diminuire della qualitd’deVo e riflette la forma sferica

del tuorlo.

Presenza di micro-cracks (Dynamic eggshell stifhes

De Ketelaere et al. (2000) hanno proposto un mefmetoindividuare eventuali
fratture nel guscio tramite l'analisi della frequandi risonanza delle uova a
determinate frequenze. Uova con guscio integroondpno in modo uguale, in
termini di frequenza di risonanza, in un deternonaattern di lunghezze d’onda.
Con tali criteri gli autori hanno messo a punto witmmento (Acustic egg tester)
in grado di determinare I'integrita di un uovo aama precisione del 90% .

Nel presente lavoro per misurare la frequenza shnanza e successivamente
calcolare la Dynamic eggshell stiffnes;fk € stato utilizzato un Acustic Egg
Tester RF§ (figura 5.5).

Il dispositivo e costituito da due rulli in gommhbecpermettono all’'uovo di girare
lungo il proprio asse longitudinale, da un piccolartello che induce vibrazioni a
determinate lunghezze d’onda, in punti equidistattorno alla zona equatoriale
delluovo e da un piccolo microfono (MONACOR, Ty@905) che capta il
segnale di risposta dell’uovo alla sollecitazionecoanica. Tramite una scheda di
acquisizione NI-DAQ PCI 6023-E (National Instrumedé 50khz il segnale viene
digitalizzato e successivamente elaborato grazieragrogramma generato con
LabviewLabview 5.1 (National Instrument); in padiiare il programma determina
la frequenza di risonanza principale (RF) del camei

Tramite la seguente formula e stato calcolato Ibreadella Dynamic eggshell

stiffness (HZg) correlabile alla presenza di micro-cracks.
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kdyn = RF’m (3)

dove m é la massa dell’'uovo in grammi e RF la fezga di risonanza (Hz)

Figura 5.5: acustic egg tester RgS

Analisi dei dati

Tramite analisi della varianza (ANOVA) con confrontSD (Least Significant
Difference), per ogni indice qualitativo, sono setateterminate le possibili
differenze significative esistenti tra i valori medisurati sul campione trattato e
non trattato. Per il colore del guscio, le differensignificative sono state

individuate tra i valori misurati prima e immediatante dopo il trattamento.
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Risultati e discussione

In tabella 5.1 sono riportate le medie e le dewiazistandard dei parametri
dimensionali (massa, diametro longitudinale e diamequatoriale) del campione
trattato con aria calda (trattamento T8) e del gangcontrollo. Dall’analisi della
varianza, per tali parametri, non sono emerse réifiee significative tra i due
campioni.

In tabella 5.2 sono riportate le medie e le dewiaizistandard dei parametri
qualitativi valutati subito dopo il trattamento stampione trattato e sul campione
non trattato. Dall’analisi della varianza, per tglarametri, non sono emerse
differenze significative tra i due campioni.

Ricordiamo che, per la valutazioni del colore dasgo e dell'integrita della
cuticola & stato preso in considerazione l'inditff calcolato sulle medie dei
parametria ,b e L~ misurati sul campione trattato e sul campione ditr@dlo. I
risultato relativo al colore del gusciadE*= 0.65) indica che i cambiamenti di
colore sono impercettibili, mentre il risultato aBo alla cuticola AE*=1.77)
indica che le differenze di colore tra campionététa e campione controllo sono
impercettibili/minime. Quindi e possibile affermaske il trattamento non provoca
alterazioni nel colore del guscio e nell’integul@la cuticola.

In tabella 5.3 e riportata la classificazione véstlelle uova trattate con cuticle-blu
(esempio in figura 5.6). Le uova sono state diunsee classi in base all'intensita
del colore verde presente sull’'uovo: colore intestore random e non colorate.
Anche tramite la valutazione visiva, per quantaaigla la presenza della cuticola,
e possibile affermare che non ci sono differenpaiBcative tra uova trattate e

uova non trattate.
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Massa Diametro equatorile Diametro longitudinale

(9) (mm) (mm)
Campione trattato 61.68 5.10 43.88 141 56.89 1.91
Campione controllo  62.58' 4.03 44,37 1.26 56.85' 1.68

Nota. La stessa lettera in minuscolo lungo la calmnindica che non vi sono differenze significatiaele medie dei
due campioni (p-level<0.05; LSD test).

Tabella 5.1 Medie e deviazioni standard dei parametri din@mmei misurati sul campione

trattato con aria calda e sul campione di controllo

Campione trattato Campione controllo
pH 8.96'0.20 8.9g" 0.30
Torbidita [/m] 41.6TF 7.30 43.45 7.40
Colore del guscio
L* 62.85 2.79 63.0T 2.80
a* 16.45' 1.66 15.84 1.55
b* 30.02' 2.19 29.87 2.13
AE* ap 0.65
Cuticola
L* 52.70 4.69 51.8F 3.99
a* -11.46'7.73 -10.00' 10.21
b* 29.67 2.01 29.24 1.82
AE* 4 1.77

Nota. La stessa lettera in minuscolo lungo la rigalica che non vi sono differenze significative e medie dei
due campioni (p-level<0.05; LSD test).

Tabella 5.2 Medie e deviazioni standard dei parametri quahtamisurati subito dopo il

trattamento sul campione trattato e sul campioméralbo.
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Campione trattato Campione controllo

Colore inteso 82 88
Colore random 14 8
Non colorate 4 4

Tabella 5.3 classificazione delle uova in base alla valutagi@isiva dopo analisi con cuticle-
blu.

Figura 5.6: esempio di uova trattate con Cuticle-blu per llsnaull'integrita della cuticola.
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In tabella 5.4 sono riportate le medie e le dewiaizsétandard dei parametri forza
massima di rottura del guscio (N), indice del tapfrequenza di risonanza RS
(HZ%) e dynamic eggshell stiffness (Hg) per il campione trattato e per il
campione controllo, conservati per 28 giorni a 25P@ll'analisi di tali dati non

risultano esserci differenze significative tra cémnpe trattato e controllo, cio

afferma che durante il trattamento non si sono &enmicro rotture nel guscio.

In figura 5.7 viene riportato il calo peso percetue relative deviazioni standard,
determinato a 7, 14, 21 e 28 giorni di conservazi@n 25°C sulle uova

appartenenti al campione trattato e al campioné&alm

E' possibile evidenziare che non ci sono differesgmificative tra campione

trattato e campione controllo a dimostrazione d#ébfche il trattamento termico

non ha apportato modifiche alle membrane testacee.
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Campione trattato Campione controllo

Forza di rottura (N) 39.5@ 5.79 38.7F5.82
Indice del tuorlo 0.17 003 0.160.03

RS (Hf) 513953 329.85 5166.44 312.65
Kdyn(szg) 1.70E+G 2.12E+08 1.73E+G 2.11E+08

Nota. La stessa lettera in minuscolo lungo la rigalica che non vi sono differenze significative e medie dei
due campioni (p-level<0.05; LSD test).

Tabella 5.4 medie e deviazioni standard dei parametri qualitanisurati dopo 28 giorni di

conservazione a 25°C sul campione trattato e sapme controllo.

Calo peso (%)

7 14 21 28
B Aria Calda B Controllo Tempo (gg)

Figura 5.7: calo peso percentuale in relazione ai giorniatiservazione per il campione trattato

con aria calda e per il campione controllo.
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CAPITOLO 6
VALUTAZIONE DEL POTERE DECONTAMINATE DEL
TRATTAMENTO AD ARIA CALDA IN REGIME DI CONVEZIONE
FORZATA: PROVE MICROBILOGICHE

Introduzione

In letteratura € presente un modesto numero di swidpotere decontaminante
della pastorizzazione ad aria calda sulle uova. etoal. (1996) hanno osservato
una riduzione di 5 log della carica microbica dsalmonellaEnteritidis nel tuorlo
di uova trattate in forno con aria calda a 55°C p&0 min. James et al. (2002)
hanno verificato Il'applicabilita di un trattamento flusso di aria calda sulla
superficie dell’ uovo. Gli autori hanno determindt temperatura interna ed
esterna del guscio, hanno identificato un ciclmteo ideale in termini di massima
temperatura raggiungibile sulla superficie dell'oocorrelata all’assenza di
fenomeni di coagulazione dellalbume, ma non hanvalutato ['effetto
decontaminante tramite test microbiologici.

Per quanto concerne i trattamenti termici ad accplda per la pastorizzazione
delle uova in guscio, a livello microbiologico, sostati pubblicati numerosi studi,
anche se, questa tecnica, puo provocare micrafeasiul guscio ed aumentare cosi
il rischio di penetrazione dei patogeni (Himathongin et al.1999). Trattamenti a
55-60°C richiedono tempi lunghi, per ottenere umduzione di 3 log, di
Salmonella Enteritidis su uova inoculate sperimentalmenteosoecessari 25
minuti (Hou et al. 1996). Per ottenere una ridueitstale della carica microbica di
SalmonellaEnteritidis sono necessari 50-57 minuti a 58°Ch(Btan et al. 1997).
Questa tipologia di trattamento, per una possHgielicazione industriale in linea,
richiede tempi di trattamento troppo lunghi e, tdla, associati ad una riduzione

del livello qualitativo dell’aloume (Schuman et, dl997).
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Nel presente studio e stato valutato il potere diguninante di un trattamento
termico ad aria calda su uova in guscio sperimer@ate infettati corsalmonella
Enteritidis, Escherichia colie Listeria monocytogened.e valutazioni sono state
condotte a 0, 1, 2, 3, 8, 10, 15, 21, 24, 28 gidrmonservazione alla temperatura
di 25°C.

Il ciclo termico utilizzato per il trattamento dellova e il T8, caratterizzato da 2
shots di aria calda (350° C in prossimita dellew)oe fredda della durata di 8
secondi separati da 30 secondi di sola aria fratldarelocita di 15 mi&

Le prove microbiologiche sono state effettuate atlaborazione con il CRIPS
(Centro di Ricerca Interdipartimentale sulle Teogot e I'lgiene degli
Allevamenti Intensivi delle Piccole Specie — DISAIBO) ed in particolare con il
dott. Gerardo Manfedra e la dott.sa Frederique UrRdisq

Ricordiamo che il medesimo trattamento € statoizmtito anche per i test

gualitativi (capitolo 5).
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Materiali e metodi

Colture batteriche
Per I'inoculo sperimentale sono state selezionatselguenti colture batteriche:

SalmonellaEnteritidis (MB2509) ceppo resistente alla strapioina,Escherichia

coli ATCC 25922 indotto a resistenza all’acido nalidexi(E. coli mut 10) e
Listeria monocytogeneSTCC 13932 (figura 6.1).

Figura 6.1 Immagini al microscopio elettronico dell&almonella Enteritidis (a) ,
dell’Escherichia coli (b) e della Listeria  monocytogenegc) (Copyright Dennis Kunkel

Microscopy, Inc).

Preparazione dell'inoculo

Le cellule diSalmonellaEnteritidis oEscherichia coliconservate in Protect Beads
a -80°C, sono state riattivate attraverso inocul®7aC in Brain Heart Infusion
(BHI; Oxoid, Milan, Italy) contenente 25 ppm diegtomicina o 20 ppm di acido
nalidixico. Queste colture sono state piastrateBmain Heart Infusion Agar
contenente 25 ppm di streptomicina o 20 ppm diaadlidixico e incubate per
una notte a 37°C. Successivamente, per una natatacoltivata una colonia in 9
ml di BHI integrato con 25 ppm di streptomicina @ 2pm di acido nalidixico a
37°C. Aliquote delle colture coltivate (inoculo &) sono state trasferite in 150 ml

di BHI contenente 25 ppm di streptomicina o 20 pgimacido nalidixico ed
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inoculte a 37°C per 24 in lieve agitazione. Dugwdite (50 ml), per ogni coltura
risultante, sono state centrifugate a 3000 giri p@rminuti. Gli agglomerati di
cellule sono stati risospesi in soluzione salirgilst fisiologica a 22-25°C e agitati
tramite un vortex per circa 10 second..

La sospensione dbalmonellaaveva una densita ottica di 0.4 a 600nm (OD600)
mentre la sospensione di E.coli di 0.5. Le celldtali presenti nelle sospensioni
sono state contate attraverso diluizioni serialiswiuzione salina fisiologica,
piastrando 100 ul di ogni diluizione in Tryptoney&oAgar (TSA; Oxoid) e
incubando per una notte a 37°C. La densita delleleera circa di 1DCFU/mI.

La stessa procedura € stata utilizzata peisigria monocytogenefatta eccezione
per il brodo di arricchimento. Per arricchire Ussteria, invece del BHI, e stato
utilizzato il Listeria Enrichment Broth Base (Oxpidon l'aggiunta di Listeria
Selective Enrichment Supplement (Oxoid). La sospees di Listeria
monocytogeneaveva una densita ottica pari a 0.9 misurata an6900D600).

La selezione di ceppi ottimali per la contaminaeiatelle uova e stata effettuata
confrontando il carico di due o tre ceppi, per spduatteriche, presente sulla
superficie delle uova dopo la contaminazione con inaculo contenente
comparabili concentrazioni batteriche. E’ statoltecé ceppo con la carica piu
elevata e quindi con maggiore adesivita. In paldi@ sono stati confrontati tre
ceppi diEscherichia coli(E. coli 0157: H7, E. coli Mut 12 e E. coli Mut 18 due
ceppi diListeria monocytogendsTCC ATCC 19111 e 13932).

Inoculo delle uova in guscio

Le uova utilizzate erano fresche e provenienti déirgg Hy-Line Brown. In un
primo periodo e stato studiato I'effetto decontaamnite dell’aria calda su 350 uova
sperimentalmente contaminate c8almonellaEnteritidis e su uova contenenti
solamente la microflora indigena. Successivamentsta@o studiato I'effetto
decontaminante dell'aria calda su 350 uova contateirsperimentalmente con

Escherichia colie Listeria monoytogenes
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Tutte le uova sono state lavate con acqua sterd®nizzata (22-25°C),

successivamente spazzolate per rimuovere la cateanmerse in etanolo (70%,
vol/vol) per 30 minuti per sanitizzarle, come déserda Hammack et al. (1993).
Prima di essere inoculate, le uova sanitizzate sstate disposte su griglie
metalliche e asciugate in maniera asettica perac#@ minuti a temperature
ambiente. Le uova asciutte e sanitizzate sono stateerse per circa 10 secondi
nelle sospensioni batteriche descritte nelle pafagmrecedente. per farle
asciugare completamente le uova contaminate some slisposte su griglie
metalliche per circa un ora. La carica battericdleswova contaminate

esternamente oscillava tra 1@ 10 CFU/g. Le uova sanitizzate, ma non
contaminate sono state immerse in acqua sterideiata a 22-25°C e utilizzate

come controllo negativo.

Stima della contaminazione nell’alboume e nel guscio

Il potere decontaminante dell'aria calda e statduteto su uova inoculate
sperimentalmente con differenti patogebalmonellaEnteritidis,Escherichia coli,
Listeria monocytogengse su uova non inoculate, contenenti solamente la
microflora indigena. La stima della carica battaeriguscio e albume) e stata
effettuata a 0, 1, 2, 3, 8, 10, 15, 21, 24, 28 miaiopo il trattamento (per la
SalmonellaEnteritidis I'accertamento a 24 e 28 giorni nostato effettuato) su 10
uova trattate per giorno per la microflora patogenizggena, su 5 uova non trattate
per giorno per la microflora patogena/indigena {calo positivo) e su 5 uova per
giorno sanitizzate, non inoculate e non trattatatfollo negativo). Le uova sono
state conservate a 20-25°C. La stima della con@zione del guscio e stata
effettuata a temperatura ambiente aggiungendo 1@lindoluzione fisiologica
salina al guscio all'interno di una busta di pleetill guscio é stato sfregato per
circa un minuto all'interno della busta.

La contaminazione dellalbume €& stata quantificdtgpo aver omogeneizzato

I'aloume per 30 secondi a velocita normale corstomacher devic@.aboratory
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Blender Stomacher 400, Seward, Milan, Italy). Lanteodei batteri e stata
effettuata piastrando 100 pl di diluente utilizzpsr trattenere i batteri del guscio
0 100 pl of albume omogeneizzato in Brilliant Gréagar (Oxoid, code CM0263)

per la conta dellaSalmonella McConkey agar (Oxoid) per la conta dell
Escherichia, Listeria selective agar Base (Oxoid) con aggunsteria selective

supplement (Oxoid) per la conta dellasteria e Standard Plate Count Agar
(Oxoid) per la conta della microflora indigena. Malso di 0—-4 colonie , é stato
assegnato il valore di 0 CFU. Questo valore coonsig a una carica batterica

inferiore al limite di rilevamento di 2@CFU/guscio e 10CFU/ml di albume.
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Risultati e discussione

SalmonellaEnteritidis

Per tutto il periodo di conservazione, i valorildalarica microbica complessiva di
SalmonellaEnteritidis presente sulle uova trattate sonoltauessere piu bassi
rispetto ai valori relativi alle uova non trattgfggura 6.2). In termini di logy UFC

di SalmonellaEnteritidis, i valori medi riscontrati sui gusdyrante i diversi giorni
di conservazione, variano da 0.1 a 1.9.

| valori relativi alla carica diSalmonellaEnteritidis presente sulle uova trattate
sono risultati essere piu bassi rispetto ai valeficontrollo positivo. In particolare
la riduzione logaritmica oscilla tra 0.6 del giorloe 1.9 del giorno 10. La
riduzione di un ciclo logaritmico € un risultato portante e corrisponde ad una
riduzione della popolazione batterica del 90%. Queassultato € ancora piu
importante se si considera che, al massimo, su uogascio, sono stati rilevati
valori di carica diSalmonelladell’ordine di 16-10° UFC; solo in rari casi le uova
contaminate provenivano da allevamenti tradiziomalgabbia (Humphery et al.,
1991; Humphery et al., 1994). Quindi la riduziomeiwl ciclo logaritmico potrebbe
essere sufficiente per diminuire significativameniterischio di tossinfezioni
alimentari da Salmonella. E' stata osservata umzione della carica di
Salmonella Enteritidis dall'ottavo al ventiquattresimo giorngulle uova non
trattate, ma non sulle uova trattate. L'incremedid&almonellaEnteritids sulle
uova trattate negli ultimi giorni di conservazionaptrebbe essere dovuto al
rinvenire di cellule termoresistenti, non provetielall'inoculo, che hanno trovato
le condizioni ottimali di crescita a temperaturabgente.

Il metodo ad aria calda ha riportato un basso tedipmuzione decimale a 350°C
(6.7 secondi) rispetto ad altre tecniche (D50°C&1@in, D57.5°C= 0.7 min,
Murianaet al., 1996; D55°C=7.04 min, D57°C= 3.39nmb60°C= 0.63 min
Alvarez et al., 2006) a dimostrazione della proeratt applicabilita della tecnica

nel settore del packaging che necessita di tenawi ldi trattamento.
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Escherichia coli

Complessivamente I'andamento della carica battedic&scherichia colisulle
uova trattate e non trattate € eterogeneo (figug. 6n particolare, con una
riduzione media di 0.3 log, solamente al giornd 08, e 21, i valori della carica
batterica delle uova trattate sono risultati esggtiebassi rispetto a quelli delle
uova non trattate. Tuttavia e presente, su entramtampioni di uova, un
andamento caratteristico della riduzione della cearidi Escherichia coli
confermato anche da elevati valori i ®.86: trattate, 0.8: non trattate). | bassi
livelli di contaminazione diEscherichia colirilevati al giorno 10, 15 e 21 ci
suggeriscono che il batterio possa essere pengiitanberno dell’'uovo attraverso
il guscio e la membrana vitellina oppure che ildwodi inoculo possa essere
sgocciolato dalla superficie delluovo. Per veadfie questa ipotesi, |l
ventiquattresimo giorno e stata determinata laamimazione dell’albume. Tutti
gli albumi di entrambi i campioni hanno riportatei dvalori di carica batterica di
Escherichia colisotto i limiti di rilevamento, rafforzando l'ipade che parte del
brodo di inoculo possa essere sgocciolato dallaerfoe dell’'uovo. Tale
considerazione e in accordo con i risultati di mlcstudi sulle tecniche di

isolamento delEscherichia colin uova in guscio (EFSA, 2007).
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Listeria monocytogenes

Il potere decontaminante dell'aria calda sulle uawaculate con Listeria
monocytogenesnmediatamente dopo il trattamento e risultateeessnolto alto
(riduzione media logaritmica di 1.2 al giorno Oig(ira 6.4). L’andamento della
riduzione batterica durante i 28 giorni di consergae € lineare ed € confermato
dagli elevati valori di R(0.93:trattate; 0.89: non trattate). In particojareme per
I'Escherichia coli si e manifestata un riduzione naturale disteria
monocytogenedurante gli ultimi giorni di conservazione in eartibi i campioni di
uova. | bassi livelli di contaminazione Mdisteria monocytogenedevati il giorno
21 ci suggeriscono che il batterio possa esseretg@a all'interno dell’'uovo
attraverso il guscio e la membrana vitellina oppurea parte del brodo di inoculo
possa essere sgocciolato dalla superficie dell’'uéev verificare questa ipotesi, €
stata determinata la contaminazione dell’alboumeeiitiquattresimo giorno. Tutti
gli albumi di entrambi i campioni hanno riportatei dialori di carica baterica di
Listeria monocytogenesotto i limiti di rilevamento rafforzando I'ipoteshe parte
del brodo di inoculo possa essere sgocciolato dallgerficie dell’'uovo. Tale
considerazione e in accordo con i risultati di alcstudi sulle tecniche di
isolamento della Listeria monocytogenesell’uovo (EFSA, 2007). | nostri dati
suggerisco che, in caso di naturale contaminazideke uova dalisteria
monocytogenes| trattamento ad aria calda potrebbe ridurrecidca il 90% la

popolazione batterica immediatamente dopo l'infeeio

Microflora indigena

| valori relativi alla microflora indigena presergalle uova trattate e non trattate
risultano essere minori rispetto al limite di rdewento di 10, ad eccezione dei

valori relativi al secondo giorno di conservazighgura 6.5).

Fatta eccezione per il giorno 2, il basso valordadwmicroflora indigena presente
sulle uova non trattate, non consente alcuna \abmna sulla potere di

decontaminazione del trattamento di aria calda.
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Figura 6.2 confronto tra carica microbica @almonellaEnteritidis (logo UFC) presente su

uova trattate e non trattate, durante 21 giorgodiservazione post-trattamento.
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Figure 6.3: confronto tra carica microbica discherichia coli(log;go UFC) presente su uova

trattate con aria calda e uova non trattate, darantgiorni di conservazione post-trattamento.
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Figure 6.4: confronto tra carica microbica disteria monogytogenedog,o UFC) presente su

uova trattate con aria calda e uova non trattatearde 21 giorni di conservazione post-
trattamento.
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Figure 6.5: confronto tra carica microbica indigena (e8JFC) presente su uova trattate con

aria calda e uova non trattate, durante 21 giarobdservazione post-trattamento.
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CAPITOLO 7
TRATTAMENTO AD ARIA CALDA IN REGIME DI CONVEZIONE
NATURALE PER LA DECONTAMINAZIONE SUPERFICIALE
DELLE UOVA IN GUSCIO

Introduzione

In letteratura e presente un modesto numero di stulé tecniche ad aria calda per
la decontaminazione delle uova in guscio. In paldie sono due i metodi
considerati: a convezione forzata e temperaturgrda 350°C (Hou et al. 1996;
Stadelman et al.1996) e convezione naturale e tetyve di circa 55°C (James et
al. 2002).

Gli studi riguardanti l'utilizzo di forni a conveame naturale per la pastorizzazione
delle uova in guscio hanno messo in luce il potlEreontaminante della tecnica
sulla carica microbica presente nel tuorlo e nilliene (Hou et al. 1996;
Stadelman et al.1996), ma non su quella presentgusecio. Gli autori hanno
trattato le uova in forno a 55°C per 1, 2 e 3 opertando una riduzione della
carica microbica presente nel tuorlo di circa 5dquer il trattamento di 3 ore.
Inoltre hanno valutato l'impatto del trattamentollesuproprieta qualitative
dell’'uovo, con particolare riferimento all'indice Haugh, all'indice del tuorlo, al
pH, alla viscosita, alla torbidita e al colore tdbume e del tuorlo. Gli autori
hanno concluso che solamente i valori di viscositéorbidita dell’albume del
campione trattato e del campione fresco eranofgigtivamente differenti.
Stadelman et al. (1996) hanno inoltre valutato damento della temperatura
dell'interno delluovo concludendo che, solamentpa un’ora di trattamento, il

contenuto dell’'uovo arrivava all’equilibrio termiomn I'ambiente (55°C).
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Il primo obiettivo del presente lavoro € stato tueli sviluppare e validare un
modello numerico utile a studiare il trattamentoagaid calda a convezione naturale
della superficie delle uova in guscio.

Il secondo obiettivo e stato quello di valutatenpatto che il trattamento ad aria
calda a convezione naturale (temperatura aria calf€C) ha sulla qualita

dell’'uovo e sulla inattivazione @almonellaEnteritidis presente sul guscio.

Materiali e metodi

| trattamenti considerati sono caratterizzati da temperatura dell’aria calda di
55°C e da durata di 50, 100, 150 e 200 minuti.dedta dei trattamenti e stata fatta
in relazione a quanto riportato da Hou et al. (3996le massime temperature di
pastorizzazione che possono essere utilizzate sewzarere in fenomeni di

coagulazione dell'albume.

Modello numerico

Le equazioni riguardanti il trasferimento del calodentro I'uovo durante |l
trattamento ad aria calda in forno sono state tasaltilizzando Comsol
Multiphysics 3.5 (COMSOL Inc., Burlington, MA, USA)un solutore
commerciale di equazioni differenziali alle dersrgiarziali basato sulla tecnica
degli elementi finiti. E’ stato scelto il risolu®tUMFPACK, che € attualmente uno
dei piu collaudati per la risoluzione di sistemna®etrici lineari sparsi.
Inizialmente e stato costruito un modello 2D e cggsivamente, con una semplice
operazione, e stato costruito un modello 3D. La nggda delluovo e
assialsimmetrica quindi, il modello 3D puo esseseilinente generato tramite
rivoluzione di 360 gradi della geometria 2D assmisetrica.

Il profilo geometrico dell’'uovo € stato definitoamite la seguente equazione
(Narushin, 1997):
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y = il.5396%x/ L% - x? (1)

dovel (m) e la lunghezza dell’'uovoRil diametro equatoriale (m).

All'interno del profilo delluovo sono stati insérianche il profilo circolare del
tuorlo, caratterizzato da un raggio(m) e il profilo interno del guscio ad una
distanza di 0.003 m dal profilo esterno. | paramiet(0.058 m),B (0.044) edr
(0.015 m) sono stati determinati attraverso midirette effettuate su 30 uova
provenienti da galline Hy-Line Brown utilizzando walibro digitale (CDJB15;
Borletti, Italy).

In figura 7.1 e riportata la geometria del mod&l® dove e possibile distinguere i
diversi componenti dell’'uovo: tuorlo, albume e gasc

Per ottenere un accurato modello CFD bisogna deserinel modo piu realistico
possibile i materiali coinvolti, in questo lavorstato quindi necessario descrivere
'uovo tramite le sue reali proprieta termiche (doaibilita termica, calore
specifico e diffusivita termica). In tabella 7.1nsoriportati i valori delle proprieta
termiche del guscio e dell'aloume e del tuorlo risenel modello. | valori termici
sono stati determinati sperimentalmente attravér#dizzo della sonda KD2
(Decagon Device Inc.; Pullman, USA) documentatoaaglitolo 2 con riferimento
al lavoro di Fabbri et al. (2007).

Equazioni di governo e condizioni al contorno
Durante il trattamento in forno, 'uovo é investitla aria calda a circa 55°C e

velocita pressoché nulla (convezione naturale)

Il trasferimento del calore e governato dall'eqoaei di conservazione

dell’energia:

0T _ _(90°T 0°T 0°T

— =D 2 + 2 + 3 (2)
ot ox~ o0y- o0z

doveD (diffusivita termica; rfs™) & differente per ogni costituente dell’'uovo.
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Le condizioni al contorno in questo caso interesskn superficie esterna ed
interna del guscio e la superficie del tuorlo.

La temperatura iniziale e stata considerata ungommogni punto della geometria
(T=293 K). Tra guscio e albume e tra tuorlo ed albumestata impostata una
condizione di continuitacpntinuity), in questa zona non esiste resistenza termica
nella diffusione del calore. Questa scelta permditeimanere dalla parte del
sicuro, in quanto l'albume raggiungera probabilreetémperature inferiori a
guelle calcolate.

La condizione al contorno impostata nell’'interfactia la superficie esterna del

guscio e l'aria, invece, fa riferimento al fenometedla convezionehgat flux:
q=h(T,-T) 3)

essendod il flusso di calore totale (W ), h il coefficiente di convezione

(W m?K™h) eT, la temperatura esterna a grande distanza dall’(BBRC).

Il valore dih non €& costante, ma dipende dalla geometria e dahdizioni di
flusso presenti nelllambiente (convezione natuléorzata, moto turbolento o
laminare). In questo studio il coefficiente di cemione € relativo ad un fenomeno
di convezione naturale, in quanto la velocita dell calda che investe I'uovo e
pressoché nulla.

Il valore dih e stato determinato tramite il numero di Nusselt:

_hL

Nu (4)

dove K, € la conducibilita termica dell’aria dd la lunghezza dell’'uovo (m). In
caso di convezione naturdiei dipende solamente dal numero di Grashof (Gr) dal
numero di Prandtl (Pr), dalla geometria e dalledtmoni al contorno. Detto cio, se
consideriamo la geometria dell’'uovo molto similewah sfera, possiamo applicare
la seguente espressione di Nu relativa ad flussaridi con moto convettivo

naturale che investe una sfera (Raithby & Terry@00
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Nu = (N, )° + (Nu, ) ©)

dove:

Nu, =2+0.87& Ra" (6)

Nu, =C,Ra"® (7)

G, = 0679/[1+(0.492Pr)? ) ° (8)

Ra=Gr[Pr 9)
3 2

Gr = 9B L pai; (AT) (10)
/’[air

C :uair
Pr= f<— (11)

Cpair calore specifico aria: 1005 (J'Kg™)

Uar Viscosita dinamica aria: 2E-5 (kg'st)

Kar conducibilita termica aria: 0.026 (W)
par densita aria: 1.1 (kg

g accelerazione di gravita:9.8 (f)s

Bair costante di comprimibilita: 1/T

L diametro sfera (uovo): 0.058 (m)

—

C. & una costante che dipende dal numero di Ra edstg caso assume il valore

di 0.11 (Raithby & Terry, 2000).
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K (Wm™'K™ Cp (Jkg'K™ p (kgm™®)

Guscio 1.03 1234 2300
Albume 0.55 3860 1004
Tuorlo 0.36 2849 1053

Tabella 7.1 proprieta termiche dei diversi componenti delaoinserite nel modello

(K:conducibilita termica; Cp: calore specifiqn;densita).

Guscio Albume Tuorlo

a) b)
Figura 7.1 a)geometria 2D caratterizzata da 2542 elemeiatngolari e 1400 nodi; in b) &

possibile distinguere i diversi costituenti delkao
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Validazione del modello numerico

Per validare il modello numerico, sono state ttatta forno a 55°C 10 uova e,
tramite termocoppie K (Chromel/Alumel; Tersid Carttalia), € stata misurata la
temperatura della superficie interna del guscieléadbume per l'intera durata del
trattamento (50, 100, 150 o 200 minuti). Per esgriituorio e I'albume ed inserire
e fissare le termocoppie, e stato effettuato uro fdr 10 mm sul guscio.
Successivamente l'uovo e stato riempito con il athlome.

Gli andamenti della temperatura determinati spentaienente sono stati
confrontati con gli andamenti determinati numerieate, per la medesima

tipologia di trattamento.
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Impatto del trattamento sulla qualita dell’'uovo

Per ogni trattamento (50, 100, 150 o 200 minut@)%ono state trattate 20 uova,
successivamente e stato valutato lo stato di caaguie dell’alboume tramite prove
di torbidita, I'eventuale cambiamento del colord dgescio e il danneggiamento

delle membrane testacee tramite calo peso (mediescritte nel capitolo 5).

Valutazione del potere decontaminante

Il potere decontaminante dei trattamenti sullaczamicrobica presente sul guscio,
e stato valutato tramite delle prove microbiologickffettuate in collaborazione
con il CRIPS (Centro di Ricerca Interdipartimentaldle Tecnologie e l'lgiene
degli Allevamenti Intensivi delle Piccole Speci®+SA/UniBO) ed in particolare
con il dott. Gerardo Manfedra e la dott.sa FrederiBasquali.

| test sono stati effettuati su 10 uova inoculagersnentalmente co®almonella
Enteritidis (MB2509), ceppo resistente alla straptona e trattate rispettivamente
per 50, 100, 150 e 200 minuti in forndigh performance overMOD 2100, F.lli
Galli, Milan, Italy) a 55°C. (totale di 40 uova)

Le metodiche di inoculo e di stima della contamioag sono descritte nel capitolo
6.
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Risultati e discussione

Per quanto riguarda i risultati relativi all’elalb@aione del modello, in figura 7.2

viene riportato un esempio di configurazione dalfamento della temperatura
all'interno dell’'uovo dopo 200 minuti di trattamentL’aumento di temperatura e
rappresentato dalla gradazione di colori. E’ paksibsservare che la variazione
della temperatura nei diversi punti delluovo é emdre ad un grado, a
dimostrazione del fatto che il calore diffonde imamera uniforme e rapidamente
all'interno delluovo. Nel modello, tale fenomenoene esaltato a causa della
condizione di perfetto contattedqntinuity) impostata nell'interfaccia tra alboume e
tuorlo e albume e guscio.

In figura 7.3 sono riportati gli andamenti dellanfgeratura in 3 punti appartenenti
rispettivamente alla superficie interna del gustu), allalboume (verde) e al

tuorlo (arancione). E’ possibile osservare chdffer@nza tra le curve € minima, in
particolare dopo 100 minuti di trattamento quandwalori di temperatura Si

stabilizzano intorno ai 55°C (temperatura massima).

| dati provenienti dalla simulazione sono statiidadli sperimentalmente tramite
dati provenienti da termocoppie applicate in duetipdell’'uovo: guscio interno ed

albume.In figura 7.4 sono riportate le curve determingtersnentalmente (verde)

e le curve determinate numericamente (blu) relaivigattamento piu lungo (200
minuti a 55°C). E’ possibile osservare che le curite (simulazione), dopo circa
100 minuti di trattamento, si stabilizzano ad useperatura piu elevata. Tale
differenza puo essere associata sempre alla condizii perfetto contatto termico
tra i diversi componenti dell'uovo, ipotizzata dot@ la costruzione del modello,
che consente di avere delle temperature calcolgper®ri di quelle effettive.

Tuttavia le curve simulate e quelle numeriche t&éw essere in buon accordo.
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Figura 7.2 rappresentazione del riscaldamento delluovo ést€érno verso linterno a fine

trattamento (200 minuti).
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Figura 7.3 andamento della temperatura, determinata numeeictanin tre punti dell’'uovo
(guscio interno, albume e tuorlo) durante 200 midutrattamento.
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Figura 7.4: temperatura rilevata nella parte interna del guemell’albume, durante 200 minuti

di trattamento. Sono riportati i dati sperimen¢aérde) e i dati numerici (blu).
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In figura 7.5 sono riportate le medie e le deviazgtandard dei valori di torbidita
dell’albume determinati sui campioni trattati (veyce sul campione controllo non
trattato (blu). Non sono risultate esserci diffeersignificative tra i valori dei
campioni trattati e i valori del campione non t&it Tale affermazione suggerisce
che il trattamento anche della durata di 200 minot attiva il fenomeno della

coagulazione dell'albume.

In figura 7.6 e riportato 'andamento del calo pgsscentuale determinato a 50,
100, 150 e 200 minuti di trattamento. E’ possibiare che, tra la durata del
trattamento e il calo peso percentuale, esisteanalazione lineare (R 0.9943).
Tuttavia, il valore del calo peso percentuale dheggiunge dopo 200 minuti di
trattamento (0.285 %) € molto limitato e similevalore di calo peso percentuale
determinato su uova conservate per tre ore a t@&tpa ambiente ( 0.21%) e
aventi la medesima eta delle uova trattate. Rieondi infatti che il calo peso
dell’'uovo € u fenomeno naturale dovuto alla perditacqua tramite evaporazione.

Il danneggiamento delle membrane testacee velotakzdenomeno.

In tabella 7.2 sono riportate le medie dei paramettorimetrici @, b, L)
determinati sulle uova trattate e non. Dall’anatisila varianza, per tali parametri,
non sono emerse differenze significative tra i tsveampioni.

Ricordiamo che, per la valutazioni del colore dedgjo e stato considerato I'indice
AE calcolato sulle medie dei paramedrib e L™ misurati sul campione trattato e
sul campione di controllo. Il risultatdE*= 0.651; 0.662; 0.632; 0.685) indicano

che i cambiamenti di colore sono impercettibili.

Per quanto riguarda il potere decontaminante deltaica, in figura 7.7 sono
riportati i risultati dei test microbiologici effetati su uova inoculate con
SalmonellaEnteritidis e trattate a 55°C per 50, 100, 15@@ @inuti (verde) e su

uova non trattate (blu). Si osserva una riduzioassimma della carica batterica (2.6
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logip) dopo 200 minuti. E’ possibile anche notare cleeriduzione della carica

microbica e tempo di trattamento esiste una cai@i@ lineare confermata
dell’elevato valore di R(0.92).
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Figura 7.5. Valori di torbidita determinati sul campione tedb (verde) e sul campione non
trattato (blu).
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Figura 7.6: calo peso percentuale determinato sulle uoviateat
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50 min 100 min 150 min 200 min Non trattato

a* 16.5 16.6 16.3 15.8 16.5
b* 30.0 30.0 30.0 29.9 30.1
L* 62.9 62.6 63.0 63.0 62.8
AE* 0.651 0.662 0.632 0.685

Tabella 7.2 medie dei valori dei parametri colorimetrici deténati sui differenti campioni,
trattati e non.

6.20

2 _
4.96 R =0.9188

log 10 UFC

4.32
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Tempo (min)

Figura 7.7: carica microbica dSalmonellaEnteritidis (logo UFC) presente su uova trattate
(verde) e non trattate (blu).
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CAPITOLO 8
STUDIO NUMERICO DEL FENOMENO DIFFUSIVO DELLA C®
ALL'INTERNO DELL'UOVO

Introduzione

Da un punto di vista tecnologico I'uovo puo esseomasiderato un ingrediente
multifunzionale in quanto puo svolgere diverse fani per le sue proprieta
coagulanti, schiumogene, emulsionanti, coloramtyretiche e nutrizionali (Yang
et al. 1995). L'uovo viene utilizzato spesso n@lleduzioni alimentari per le sue
proprieta funzionali, in particolare € utilizzat@rpmodificare la texture, come
legante e per migliorare la viscosita (Chang Cle¢ral. 1999). L’ albume d'uovo
viene utilizzato, in molte formulazioni alimentacpme ingrediente base (Liang et
al. 2007).

Le proteine dell’albume sono responsabili delleetdse proprieta funzionali, come
la capacita di formare la schiuma, di coagularei endntare. Tali proprieta
dipendono dal pH, che aumenta durante la consemnazia un minimo di 7,5 ad
un massimo di 9,8 (Romanoff & Romanoff 1949). Leaata di montare e di
coagulare sono minime tra pH 7.5 e 8.5 (Keenet 20@0). Dopo la deposizione
delle uova, la diffusione di CQprovoca un forte aumento del pH, in particolare
nell'albume. Piu in generale, la perdita di £@®@amite il guscio e collegata
direttamente al deterioramento delle uova e ad wnmeato dell’ alcalinita del
contenuto delle uova (Overfield et al. 1982). Healeter (1925) hanno suggerito
che l'albume e il tuorlo contengono sia £@ombinata (HCO3 ) che O
disciolta essendo lo ione bicarbonato funzione el (Brooks, 1938). Il
trasferimento di CQpuo essere anche facilitato dalla presenza di e@ccamismo

intrinseco, come ['attivita enzimatica dell’anidras carbonica

CarbonicArhydrase

(H:CO, = CO#H0) presente in molti alimenti (Simpson et al. 2009).
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Diversi studi (Cottorill et al. 1956; Moran et dl937; Romanoff & Romanoff,
1949; Keener et al. 2000; Rocculi et al. 2009) suggono di conservare le uova
in atmosfera arricchita con GO raffreddare le uova in guscio con £&iogenica
per mantenere le proprieta qualitative e migliorereproprieta funzionali. Per
analizzare e migliorare, con metodi di modellaziers#mulazione numerica queste
nuove tecniche di conservazione e mantenimentoe detbprieta funzionali
delluovo €& necessario conoscere il coefficienteddfusione D) della CQ
all'interno dell'uovo. La determinazione di questmefficiente comporta una serie
di lunghe e costose misurazioni sperimentali. Werahtiva e l'uso di metodi
inversi per valutare ad esempio lo stato inizia@ sistema, le condizioni al
contorno, i coefficienti di scambio termico, la gestria del sistema, la
temperatura e la variazione di umidita (Jarny et1899). Negli ultimi anni i
ricercatori in ingegneria dei processi alimentanio utilizzato i metodi inversi
soprattutto per determinare le proprieta termichglidalimenti (Monteau et al.
2008; Simpson et al. 2004; Zueco et al. 2004). adt gli studi relativi alla
determinazione, tramite metodi inversi, dei co&fti di diffusione di liquidi e
gas sono molto pochi (Da Silva, 2009; Colombo, 1997

Un metodo inverso molto diffuso e la semplice stidiauna variabile di stato
tramite un metodo di calibrazionerial and error’ applicabile confrontando i
valori simulati con quelli sperimentali. Questo o richiede molto tempo e, in
caso di un problema con molti parametri coinvdtdifficile determinare in quale
direzione devono essere modificati i parametri.rf& tecnica molto soggettiva,
infatti € 'uomo che blocca il processo di calibae a sua discrezione. Infine,
I'incertezza sui parametri ottenuti non puo esdeterminata in maniera rigorosa.
Di conseguenza, il metodo di calibraziotftgal and error" non garantisce che
siano determinati i migliori set di parametri (Ritet al. 2003).

Un metodo inverso piu efficace per la stima deiapaatri € caratterizzato dalla
combinazione di un modello numerico con un algasitina ricerca del migliore

set di parametri avviene in maniera iterativa, a/ado i parametri e confrontando
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la risposta reale del sistema (prove sperimendain) la soluzione numerica data
dal modello. Infatti, la ricerca consiste nel trovval minimo globale di una
funzione obiettivo (OF) definita dalla differenzeati valori misurati e quelli
simulati. L'algoritmo minimizza la funzione obieti seguendo un particolare
strategia , ad esempio basata sul gradiente déllalfDquest’ottica, sono stati
sviluppati molti algoritmi di ottimizzazione, adattilunque anche a risolvere
numericamente i problemi inversi. Ad esempio, itode® di Newton, il metodo di
Gauss, il metodo di Levenberg-Marquardt, I'algootdh Nelder & Mead e diverse
tecniche di ottimizzazione globale (Hopmans et18P9; Nelder & Mead, 1965)
Ciascuno di questi metodi ha i suoi vantaggi e w®ggi, la possibilita di
determinare il minimo globale dipende generalmatdka presenza di eventuali
minimi locali della funzione obiettivo.

L'efficienza di tali metodi e influenzata sostatrnante dal numero di parametri e
dalla forma della funzione obiettivo (Ritter et 2003).

Il successo nella determinazione di un parame&mmite metodo inverso dipende
dallimpostazione del problema. Generalmente trepetiis caratterizzano
'impostazione di un problema: identificabilitaabtlita e unicita. Infatti se piu di
un set di parametri porta alla stessa rispostandelello, i parametri non sono
identificabili. Instabilita, in quanto i piccoli eari presenti nella misurazione della
variabile possono portare a grandi cambiamentpdeametri stimati. L'unicita si
riferisce alla relazione inversa: se una data s&p@orta a piu di una serie di
parametri, la soluzione inversa non e unica (Hommral. 1999).

L'obiettivo di questo studio é stato quello di spppare un metodo inverso per
stimare il coefficiente di diffusione della G@D) nell’ albume liquido, albume
denso e tuorlo. Il problema inverso e stato risatthzzando Comsol Multiphysics
PDE-solving combinato ad un codice di ottimizzaeid@omsol Script) simile a
Matlab.

Successivamente e stato sviluppato un modello namear grado di descrivere il

fenomeno della diffusione della G@ll'interno dell’'uovo.
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Materiali e metodi

| sezione

Determinazione sperimentale dei valori di concemtrze di CQ (C,,,) in funzione

del tempo, in campioni di aloume (denso e liquield)orlo conservati in atmosfera
satura di CQ

Il sezione

Costruzione di un modello numerico relativo al femmo diffusivo della C®
nell'alboume denso, nell’albume liquido e nel tuofi@eterminazione numerica dei

valori di concentrazione di GQibera (C,

num

) in funzione del tempo

[ll sezione
Utilizzo di un metodo inverso basato sulla tecrdegli elementi finiti per risolvere
equazioni differenziali alle derivate prime parziah ambiente COMSOL.

Convergenza tra funzione numeriag,(,) e sperimentaled,,) e determinazione

del coefficiente di diffusioneldco,), per i diversi componenti dell’'uovo.

IV sezione

Costruzione di un modello numerico in grado di desce il fenomeno diffusivo
dell’anidride carbonica all'interno delluovo. Péare cid sono stati utilizzati i

coefficienti di diffusione precedentemente dete@tiin
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| sezione
Le prove in oggetto sono state finalizzate allacotte sperimentale dei valori di

concentrazione di CQibera (C,

o) IN funzione del tempo, in campioni di albume
denso, albume liquido e tuorlo conservati in atie@s satura di C©O(40.62

molim™).

La CO, totale presente nell’alboume e nel tuorlo si treiaain forma combinata, per
la maggior parte bicarbonato (HgO), che in forma libera come biossido di
carbonio ( Healy & Peter, 1925).

Secondo uno studio di J. Brookehg Distribution of Carbon Dioxide in the hen’s
Egg 1938) il rapporto tra COcombinata e COlibera dipende dalla tipologia di
costituente; per I'alboume denso la percentuale@i lbera e circa il 40% mentre
per I'albume liquido e circa il 39%. Cio e dimostraanche dal fatto che, come
conseguenza di una maggiore concentrazione diHGKpH dell'albume liquido

e generalmente leggermente maggiore rispetto algidloume denso. Per quanto
riguarda il tuorlo, il rapporto tra CQibera e combinata & spostato verso la, CO
libera (70%) in quanto, probabilmente, la compoedipidica del tuorlo favorisce

la solubilita della C@nel tuorlo rispetto all’albume.

Per la sperimentazione sono state utilizzate 10@ fresche provenienti da galline
Hy-Line Brown.

Le uova sono state sgusciate e sono stati sephtaibrlo, I'aloume denso e

I'aloume liquido.

Successivamente, seguendo lo schema riportatgumafi8.1, sono stati riempiti,
per ogni tipologia di campione (albume denso, akulquido e tuorlo), 21

beakers, con le medesime caratteristiche geomefrfoio ad una altezza di 3cm

().

127



/
9 beakers conservati in 3 beakers 24 ore
< atmosfera satura di CO2< 3 beakers 48 ore
TEST
3 beakers 72 ore
~
) &
21 beakers per campione
(albume denso, albume liquido 4
€ tuorlo) . 3 beakers 24 ore
9 beakers conservati in
< atmosfera convenzional 3 beakers 48 ore
CONTROLLO 3 beakers 72 ore
&

3 beakers analizzati
al tempo 0

Figura 8.1: organizzazione schematica del lavoro

-Tre beakers, per un totale di nove beakers pepicar®, sono stati conservati a
temperatura ambiente in buste impermeabili (PE-EAZ® x 30 cm, 109um
spessore) contenenti atmosfera satura di Xpettivamente per 24, 48 e 72 ore
(TEST).

-Tre bekers, per un totale di nove beakers per mampsono stati conservati a
temperatura ambiente (20°C) in buste impermeabdntenenti atmosfera
convenzionale rispettivamente per 24, 48 e 7Zaetrollo) (figura 8.2)

-Il contenuto dei rimanenti tre beakers e statolizzeto al tempo O cioe

immediatamente dopo la sgusciatura delle uova.
Dopo 0, 24, 48 e 72 ore e stata determinata laerdrazione di C@ totale

all'interno dei diversi campioni. Il metodo utiliaio (Keener et al. 2001) per ogni

campione ¢ il seguente:
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- in un barattolo di vetro del volume di 250 ml eastati inseriti circa sei grammi
di campione e un vial da 30 ml contenente 12 fNaldH ( 1 M)

- il barattolo e stato chiuso ermeticamente e ti@mina siringa sono stati iniettati
15 ml di acido fosfato in direzione del campione;

- il barattolo é stato conservato a 37° C per 24 successivamente e stato estratto
il vial al quale sono stati aggiunti 3ml di BaGlL M) e qualche goccia di
fenolftaleina;

- la soluzione del vial e stata titolata con HQIM);

- la quantita di C@totale nel campione € stata determinata tramiteetpuente

equazione:

—mgd|902: [mEqdi NaOHin soluzione mEqHCl usat mgdiCo2 . 1
gcampione mEq gdialbume

In figura 8.3 e rappresentata la strumentazionézzdaia per determinare la
concentrazione di CQotale nei campioni di aloume e tuorlo, mentréigara 8.4
e riportata I'immagine dei barattoli contenenti iffefenti campioni a fine
sperimentazione. E’ possibile notare che, sia liale che il tuorlo, dopo aver
reagito con I'acido fosfato, risultano essere asmente molto differenti rispetto a

tuorli ed albumi non trattati.

| dati ottenuti tramite la metodica sopra illustré&nno riferimento alla CQotale
presente nei diversi campioni, quindi, per detearenla frazione di COlibera

(C..) € stato necessario applicare le percentuali gestemente riportate:

exp
-albume liquido 39%;

-albume denso 40%;

-tuorlo 70%.

| valori ottenuti sono stati successivamente cditvda mg g* a moli m®.

Al fine di ottenere delle funzioni di concentrazéonli CQ libera osservata in

funzione del tempo di conservazione, i valorcdj, (mol m°) sono stati fittati con
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differenti modelli e I'equazione che, per tutti ® t campioni, ha riportato il
miglior coefficiente di correlazione)(e la seguente:

y = a(b - exg™) (1)
dove a, b, ¢ sono coefficiente caratteristici dellava, relativi ad ogni tipologia di

campione.

Figura 8.2 campioni conservati in buste impermeabili contatrhosfera convenzionale.

Tappo con chiusure
S .
ermetica

Y Siringa

<«— Barattolo da 250 m

<— Vial da 30 ml

Nam» |/

Figura 8.3 rappresentazione della strumentazione utilizzada la determinazione di GO

Campione —|

secondo il metodo Keener, 2001).
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Figura 8.4:campioni di albume e tuorlo a fine sperimentazione
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Il sezione
E’ stato costruito un modello diffusivo in grado riprodurre cio che e avvenuto

nei diversi beakers al fine di stimare un valoreGd), libera media €, ) in

funzione del tempo e di un determinato valor®di

Il modello diffusivo e stato sviluppato utilizzanddComsol Multiphysics 3.5
(COMSOL Inc., Burlington, MA).

Il modello geometrico utilizzato € monodimension@dediffusione di CQavviene
principalmente in un’unica direzione) e rispeccleadimensioni del campione
sperimentalel( 0.03 m;d: 0.045 m).

Il fenomeno della diffusione € governato dalle ledjgFick, secondo cui il flusso
di una massa e proporzionale al gradiente di caraaane tramite il coefficiente
di diffusione D). Quindi il problema é stato descritto tramiteséeconda legge di

Fick (monodimensionale):

aCnum —_ 62Cl’lum

at CO2 aXZ (2)

doveC,,m € la concentrazione di Gdisciolta calcolata (mol r?) nella posizione

(m) e al tempd (s).

Le condizioni iniziali e al contorno utilizzate sole seguenti:

- concentrazioni iniziali di C® disciolte Co.nup uniformemente distribuite e
relative alle determinazioni sperimentali (alburiguido: 18.8 mol ri¥; albume
denso: 19.2 mol i tuorlo : 5.14 mol i™);

- coefficiente di diffusionelj.,,) costante ed omogeneo durante tutto il fenomeno
diffusivo;

- concentrazione di CQal contorno e stata definita ipotizzando che umat®
esterno di albume o tuorlo (di spessore minimo)saiuri istantaneamente a

contatto con I'atmosfera al 100% di €O
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| valori di saturazione sono stati determinati dopa attenta ricerca bibliografica.
Brooks (1938) ha riportato che, in condizioni dudi@rio, a pressione atmosferica
e a 25°C la massima solubilita (concentrazione aurazione) della CO
nell’albume e nel tuorlo & pari rispettivamente2ae356 moli i (coefficiente di
Bunsen: oapume 0.74; owono=1.3). Tale differenza € dovuta principalmente alla
componente lipidica presente nel tuorlo che agiscananiera positiva sulla
solubilita della CG.

La concentrazione media di G@isciolta C, ) al tempat (s) € stata definita da:

num

_ 1k

Cnum = chnumdx
0 (3)

Il modello € risultato essere costituito da 19 e@etn(Lagrange-Quadratic) con

rapporto di lunghezza pari a 0.177 e 78 gradibdirta.
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lll sezione

In questo studio, al fine di stimare il coefficiertdi diffusione della C&nei diversi
costituenti delluovo Dcoy) € stato utilizzato un metodo inverso complesse ch
combina il modello numerico con un algoritmo (pres®iterativo).

L’errore tra il valore ottenuto tramite simulazione il valore ottenuto
sperimentalmente (equazione 1), é stato considemtee undunzione obiettivo
(OF).

Il valore ottimale diDco, € uno solo e corrisponde al minimo della funzione
oggettiva. Per minimizzare la OF il modello e stewonbinato con un algoritmo di
ottimizzazione globale. In particolare € statoiza#to I'algoritmo di Nelder-Mead
(NMS) (Nelder and Mead, 1965).

Per la soluzione del problema, si € deciso dizazdie i| metodo dei minimi
guadrati in quanto la stima dei parametri tramitetodo inverso puo essere
considerata come un problema di ottimizzazione tineare descritto come
soluzione alle derivate prime parziali (PDE).

La funzione obiettivo € risultata essere la seguent

OF(Deoz) = [[Carp®) = Counlt Deca)] dt = 3 [Corpt) = Crat, D) o

essendot;=0, 24, 48, 72

Per implementare (PBco; nel modello e stato necessario introdurre il

parametre,, (t) relativo alle prove sperimentali. Successivamdatdunzione

exp

OHDcoy) e stata integrata nel tempo tramite il modulo PDE

Il modello per calcolare, . (t, Dcoy) € stato sviluppato in Comsol 3.5 tramite |l

num

solutore PDE basato sulla tecnica degli elementiifimentre la minimizzazione
della funzione oggettiva e stata risolta attravaldmguaggio script di Comsol

(simile al linguaggio Matlab).
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L’algoritmo di Nelder e Mead € stato introdotto 4865 ed e rimasto uno dei piu
popolari algoritmi senza derivate per [lefficienzmostrata soprattutto per
problemi di piccole dimensioni. Questo metodo sostp nello spazio delle
soluzioni tramite simplessi, cioé figure geometeich’'idea € quella di cercare di
espandere il simplesso se si trovano valori buetiadunzione e contrarlo se non
se ne trovano.
Il metodo utilizza solo la somma dei residui quédf@guazione 4) in successive
valutazioni secondo uno schema estremamente raxefat
S8 =Yy, - 1 (% AP

(4)
dove X rappresenta il vettore delle n variabili ipghdenti, y la variabile
dipendentep il vettore incognito dei k parametri del modelkella popolazione dei
valori. L’espressione f()8) esprime il legame che regola I'associazionedr¥ e
la y attraverso un opportuna combinazione dei patam
b1, b2, b3 sono punti dello spazio parametricodlaé S(k)>S(b2) e S(H>S(k).
Esplorando lo spazio parametrico in alcuni pungfigsati lungo il piano che
congiunge b al punto di mezzo del piano che congiunge b2 e &3vuole
determinare un puntglale che S(b4) < S(b1).
Una volta determinato un punto b4 le iterazioniseguono ragionando allo stesso
modo con b4,b2,b3. In pratica, ad ogni passo,didtigno costruisce un simplesso
(k+1 punti nello spazio a k dimensioni) il cui ariamento ed il cui volume
vengono modificati ad ogni iterazione. Nel casocm non fosse possibile
determinare il punto b4 il simplesso é contrattimrimo a b2 o b3 a seconda che
S(b2)<S(b3) o viceversa. La ricerca del minimo ewei percio all'interno di una
griglia piu 0 meno sparsa di punti e non seguemdosuperficie continua di valori.
L’algoritmo si interrompe quando il valore dellansma dei minimi quadrati nei
vertici del simplesso e abbastanza uniforme in badeun qualche criterio

prefissato: ad esempio la varianza della (4) neicrelel simplesso.
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Questo algoritmo in generale € una tecnica euaistiel senso che non e possibile
assicurare la convergenza globale della sequenziaipa.

Tuttavia, sebbene non caratterizzato da propresiéiche di convergenza, questo
algoritmo si e rivelato in pratica molto efficiente modo particolare per la
soluzione di problemi di dimensioni non superidie aieci variabili. Tale metodo

e presente in varie librerie standard di ottimzaae (Tarsitano, 1979).
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IV sezione

Al giorno d’oggi sono disponibili ottimi softwareommerciali di fluidodinamica
computazionale utili alla risoluzione flessibile semultanea delle equazioni di
conservazione dell’energia, della massa e del mtr({&cott & Richardson, 1997)
ampiamente utilizzati nell'ambito dell'ingegneribngentare (Bin Xia et al. 2002;
Fabbri, 2005). Le equazioni riguardanti la diffuso della CQ all'interno
delluovo durante il trattamento di confezionameirtoatmosfera modificata al
100% di CQ sono state risolte utilizzando Comsol Multiphysgs (COMSOL
Inc., Burlington, MA, USA), un solutore commerciale equazioni differenziali
alle derivate parziali basato sulla tecnica detgimenti finiti. E’ stato scelto |l
risolutore UMFPACK, che € attualmente uno dei pllazidati per la risoluzione
di sistemi asimmetrici lineari sparsi.

Inizialmente e stato costruito un modello 2D e cegsivamente, con una semplice
operazione, e stato costruito un modello 3D. La ngeda delluovo €
assialsimmetrica quindi, il modello 3D puo esseaeilinente generato dalla
rivoluzione del profilo dell’'uovo attorno all'askmngitudinale.

Il guscio non € stato preso in considerazione iantm I'anidride carbonica ha un
elevata capacita di penetrare attraverso il gusspetto all’'ossigeno (Romanoff &
Romanoff, 1949). Per semplificare il modello norstata considerata la camera
d'aria in quanto ha un impatto minimo sul fenomedifusivo dell’anidride
carbonica all'interno dell’'uovo, soprattutto nellova fresche dove le sue
dimensioni sono ridotte (inferiore ai 4 mm).

Il profilo geometrico dell'uovo e stato definitoamite la seguente equazione
(Narushin, 1997):

y = 11.5396%\/ L% — x? (6)

dovel (m) e la lunghezza dell’'uovokil diametro equatoriale (m).
All'interno del profilo dell'uovo sono stati insérianche il profilo circolare del

tuorlo, caratterizzato da un raggio r (m) e i grafell’aloume denso e liquido. |
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parametriL (0.058 m),B (0.044) er (0.015 m) sono stati determinati attraverso
misure dirette effettuate su 30 uova provenienti gédline Hy-Line Brown
utilizzando un calibro digitale (CDJB15; Borlettialy).

In figura 8.5 € riportata la geometria del mod@® dove e possibile distinguere i
diversi componenti dell’'uovo: tuorlo, albume demsalbume liquido. In figura 8.6
invece e riportata la geometria 3D ottenuta tramiteluzione di 360 gradi della

geometria 2D assialsimmetrica.

Per ottenere un accurato modello CFD bisogna deserinel modo piu realistico
possibile i materiali coinvolti. In questo lavorstato quindi necessario descrivere
I'uovo tramite le sue reali proprieta diffusive ébciente di diffusione della CO
nei diversi componenti del’'uovo). | valori dei cbeienti di diffusione della CQ
nei diversi componenti delluovo (albume denso,uaik liquido e tuorlo) sono
stati definiti precedentemente tramite metodo isweriterativo (paragrafo

precedente).

Equazioni di governo e condizioni al contorno

Il fenomeno della diffusione € governato dalle iedjg-ick secondo cui il flusso di
una massa e proporzionale al gradiente di concaotra tramite il coefficiente di
diffusione Q¢.). Quindi il problema e stato descritto tramiteskconda legge di
Fick:

oC [azc 92C 02C

r;um + r;um + r;um
0X ay 0z

nm — D
at CO2
(7)

doveC,.m& la concentrazione di G@isciolta calcolata (mol 1) al tempat (S).

Le condizioni iniziali e al contorno utilizzate swole seguenti:

- concentrazioni iniziali di C@disciolte uniformemente distribuite ed relativeeal
determinazioni sperimentali (albume liquido: 18.8/mM% albume denso: 19.2;
tuorlo : 5.14 mol i);

- concentrazione al contorno di ¢@ari a 32 mol M
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- coefficienti di diffusione D, caratteristici per ogni tipologia di costituente

(determinati precedentemente tramite metodo inyerso
La concentrazione media di anidride carbonica #H€r,,,,) al tempo t (s) & stata

definita nel seguente modo:

— 1
C

==1C,dVv
num "~y / num

dove V e il volume dei diversi componenti del’'uovo.

Validazione del modello

La validazione del modello é avventa confrontand@lori simulati con i valori
sperimentali della concentrazione di anidride caite totale determinata
nell’alboume di uova confezionate in atmosfera satirCQ per 72 ore.

Un campione di 10 uova e stato conservato a terysarambiente in buste
impermeabili (PE-PA-PE 20 x 30 cm, 1@8n spessore) contenenti atmosfera
satura di CQrispettivamente per 0 24, 48 e 72 ore (40 uotadi}o

Dopo 0, 24, 48 e 72 ore, utilizzando il metodo jsip da Keener (descritto in
precedenza), € stata determinata la concentrazhn€O, totale presente
nell'aloume delle diverse uova.

| valori ottenuti sono stati successivamente cditvefa mg g a moli m® per

essere confrontati con i valori determinati nunamente.
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Figura 8.5 geometria 2D caratterizzata da 1514 elementhgo&ari e 816 nodi; € possibile

distinguere i diversi costituenti dell'uovo.

Figura 8.6. geometria 3D caratterizzata da 35494 elememéddtici e 7031 nodi.
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Risultati e discussione

In tabella 8.1 sono riportate le medie e le dewiaizstandard delle concentrazioni

di anidride carbonica totale (mgG@@) determinate sperimentalmente nei diversi
costituenti del’'uovo conservati per 72 ore in atfamssatura di CQO

In tabella 8.2 sono riportati i coefficienti di celazioner e i valori dei coefficienti

a, be crelativi all' equazione esponenziale (1), rispettnente per alboume denso,

albume liquido e tuorlo.

In figura 8.7 sono riportati i valori dt,,, (mol m°) in funzione del tempo e delle

tre tipologie di campione (albume denso, albumeidiq e tuorlo) successivamente
interpolati con I'equazione esponenziale (1).

In tabella 8.3 sono riportati i valori dei coefBaiti di diffusione Dcoy) determinati
tramite metodo inverso iterativo ed utilizzati sessivamente per caratterizzare |
materiali del modello diffusivo. | valori determinacon particolare riferimento al
valore dell’'albume denso, sono dello stesso ordilgrandezza dei valori riportati
da Gros et al. (1974) relativi ad uno studio sdiffusione facilitata dell’anidride
carbonica in soluzioni di albumina a diverse prssparziali (8E-10 ms?). E’
possibile anche notare che il valoreD#o, dell’albume liquido € molto simile al
valore del coefficiente di diffusione dell’anidrigarbonica in acqua (1E-9°rs").
Tale considerazione e importante se si sottolihdatto che I'aloume liquido €

composto per il 90% da acqua.
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Tempo (ore)

0 24 48 72
mg CO,/g albume liquido 2.040.02 2.820.03 2.900.03 3.170.03
mg CO,/g albume denso 2.030.07 2.480.17 2.750.24 2.960.07
mg CO,/g tuorlo 0.310.02 0.600.04 0.860.12 1.280.14

Tabella 8.1 concentrazione di CQotale (disciolta e solubile) in albume densouiklp e tuorlo

conservati in atmosfera satura di 96&r 72 ore

a b C r
Albume denso 12.318 2.560 0.017 0.980
Albume liquido 8.890 3.110 0.065 0.960
Tuorlo 58.860 1.086 0.004 0.980

Tabella 8.2 coefficienti a, b e c caratterizzanti I'equaziof) e relativi coefficienti di

correlazione.

D coz (m2 s 1)

Albume liquido 1.80E-09
Albume denso 8.50E-10
Tuorlo 1.60E-10

Tabella 8.3:valori dei coefficienti di diffusione determindtamite metodo inverso iterativo.
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Figura 8:7 Valori della concentrazione di GGolubile determinati sperimentalmenie) (e

stimati con I'equazione esponenziale (5).

143



Per quanto riguarda i risultati relativi all’elala@rone del modello, in figura 8.8 e
riportato I'andamento della concentrazione di dd®lr carbonica solubile
allinterno delluovo dopo 5, 24, 48, e 72 ore (mebd 2D). L'aumento di
concentrazione @ rappresentato dalla gradaziooelati ( 0-32 mol ri).

In figura 8.9 é riportato 'andamento della concernbne di anidride carbonica
solubile dopo 24 ore di trattamento in sezioni agleometria 3D. Si nota che il
valore minimo & circa 16 mol ™(tuorlo) mentre il valore massimo & prossimo a
32 moli m® (albume liquido esterno).

In figura 8.10 e 8.11 sono riportati rispettivangeengli andamenti della
concentrazione media di anidride carbonica disziolt totale (disciolta e
combinata) durante le 72 ore di conservazione mostera satura di GOper
albume denso, liquido e tuorlo .

E’ possibile osservare che, dopo circa 35 oreadlidgmento, sia I'alboume denso che
I'aloume liquido arrivano in media a saturazionentne il tuorlo a 72 ore ancora
non ha raggiunto, in media, il valore massimo tisezione.

La concentrazione totale di anidride carbonica’alblime e massima dopo circa
35 ore (80 mol i), indipendentemente che si tratti di albume dem$quido. La
concentrazione totale di anidride carbonica netltu@ggiunge il valore massimo

dopo circa 50 ore.
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Figura 8.8 andamento della concentrazione di anidride cadaodisciolta all'interno dell’'uovo
dopo 5, 24, 48, e 72 ore.
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Figura 8.9: andamento della concentrazione di CO2 solubileod®$ ore di trattamento ( 4

sezioni della geometria 3D).
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Figura 8.10 andamento della concentrazione media di anidtatbonica solubile, nei diversi

costituenti dell’'uovo, durante le 72 ore di trateato in atmosfera satura di €O
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Figura 8.11 andamento della concentrazione media di anidcai®onica totale, nei diversi
costituenti dell’'uovo, durante le 72 ore di traterto in atmosfera satura di €O
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Per quanto riguarda la validazione del modelldigara 8.12 sono riportati i valori

della concentrazione totale media di {feterminata nell’albume al tempo 0, 24,

48 e 72 ore, rispettivamente tramite metodo speriate (verde) e simulazione

numerica (blu). | valori relativi alla simulaziomaimerica sono stati determinati

mediando i valori medi dell’albume denso e delltate liquido.

Per tutti i tempi di trattamento, i valori simula&isperimentali risultano essere in

buon accordo.
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Figura 8.12 valori sperimentali (verde) e valori simulatiplrelativi alla concentrazione totale

media di CQ presente nell'alboume a 0, 24, 48, 72 ore di cons@wazn atmosfera satura di

CO..
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La letteratura scientifica riporta applicazioni idversioni di modelli algebrici,
differenziali allederivate ordinarie o parziali ma non di inversiahesistemi di
PDE, tuttavia l'inversione di un modello ad EF slimostrata una tecnica efficace
nella determinazione dei coefficienti di diffusiomkella CO2 nei componenti
dell’'uovo. Inoltre tale tecnica rappresenta unasfimita piu economica e veloce
rispetto a quelle correnti.

Lo sviluppo di un modello numerico del fenomenofudiivo ha permesso di
studiare il campo di concentrazione con un graddetiaglio irraggiungibile dalle
tecniche sperimentali. | risultati, in forma intelgr, del modello si trovano in
ottimo accordo con quelli osservati sperimentalment

La combinazione di metodi di simulazione numeri@m anetodi inversi, puo
rappresentare un nuovo paradigma nel settore nedlere fisiche in senso molto

generale (fluidodinamiche, termiche, meccanichetir@imagnetiche, ...).
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