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TECNOLOGIE ALIMENTARI PER LA RISTORAZIONE.

Impiego di microrganismi antagonisti per la lotta biologica ai patogeni in post-raccolta su mela e kiwi
La lotta ai microrganismi patogeni è attualmente affidata ai fungicidi di sintesi; questi prodotti infatti hanno spesso una notevole efficacia. Tuttavia l’uso di prodotti chimici porta anche a grosse problematiche proprio per questo si stanno ricercando metodologie di lotta alternative.

La lotta biologica, ed in particolare l’uso di microrganismi antagonisti, ha dato risultati promettenti.

Il lavoro svolto si è occupato di valutare la capacità di specifici isolati nel limitare lo sviluppo di Botrytis cinerea, Penicillium expansum e Phialophora spp su kiwi e mela.

B. cinerea provoca gravi danni specie su actinidia; solitamente attacca il frutto a partire dal peduncolo o da ferite e poi si sviluppa internamente. Con umidità adeguate produce una muffa biancastra.

P. expansum si sviluppa soprattutto su mela a partire da ferite o aperture naturali quali stomi e lenticelle; si sviluppa in profondità nel frutto e con adeguate umidità compare una muffa verdastra sulla superficie.

Alcuni ceppi del microrganismo producono inoltre la patulina, una micotossina tossica per piante, animali, funghi e batteri.

Phialophora spp. si sviluppa solo su kiwi provocando molte tacche depresse sulla superficie del frutto. La recente comparsa della malattia la rende potenzialmente pericolosa in quanto non si conosce approfonditamente la biologia e l’epidemiologia del microrganismo.

Gli antagonisti solitamente vengono isolati dalla superficie del frutto e riapplicati in conservazione a concentrazioni maggiori. Questi antagonisti devono avere caratteristiche precise: stabilità genetica, efficacia a basse concentrazioni, limitate richieste nutrizionali e debbono mancare di fitopatogenecità e tossicità umana.

Di notevole importanza è lo studio del meccanismo d’azione di tali isolati microbici; essi possono agire per antibiosi (e verranno scartati perchè la legge non ne permette l’utilizzo), ipovirulenza (applicazione di uno stesso ceppo del patogeno meno virulento), competizione per spazio e/o nutrienti, produzione di sostanze volatili fungitossiche, predazione e parassitismo.

Una volta capito il meccanismo d’azione e valutata la capacità antagonista di tali isolati bisogna studiare la formulazione opportuna per mantenere alta la vitalità nel tempo e la capacità di limitare lo sviluppo dei patogeni.

Si cerca di addizionare nutrienti ben metabolizzati dagli antagonisti; alcune sostanze possono poi influenzare la produzione di antibiotici e la produzione di enzimi o altre molecole utili per limitare lo sviluppo di microrganismi patogeni.

Questi prodotti devono conservarsi (nella forma in cui sono commercializzati) da un minimo di 6 mesi fino a 2 anni; da prove eseguite in passato si è visto che la liofilizzazione e la conservazione a -20°C mantiene alta la vitalità degli antagonisti.

Al fine di permettere un uso legale di questi prodotti bisogna registrarli; le leggi che dettano le prove tossicologiche da eseguire e le caratteristiche che debbono avere questi isolati microbici (al fine di registrare il prodotto) sono la Direttiva Comunitaria 414/’91 applicata in Italia con il D.L. 194/’95. Gli organismi geneticamente modificati sono anche regolamentati dal D.L. 92/’93.

Lo scopo del lavoro è stato quello di saggiare l’eventuale capacità antagonista di specifici isolati microbici contro Botrytis cinerea su kiwi, Penicillium expansum su mela e Phialophora spp. su kiwi.

Nella prova contro B. Cinerea sono stati saggiati 26 ceppi microbici; è stata applicata, provocando una ferita in prossimità del peduncolo, una soluzione di tali ceppi microbici. 24 ore dopo, sempre nella medisima ferita, è stato applicato il patogeno. I frutti sono stati conservati 15 giorni a 5°C e 7 giorni a temperatura ambiente al termine del quale è stato misurato l’asse dell’alterazione (tagliando il frutto a metà).

Nella prova contro P. expansum sono stati saggiati 8 ceppi microbici; sono state provocate 3 ferite equidistanti nella regione equatoriale del frutto dove sono stati applicati gli antagonisti e il giorno dopo il patogeno. Metà dei frutti sono stati conservati 7 giorni a temperatura ambiente mentre l’altra metà 28 giorni in refrigerazione e 1 settimana a temperatura ambiente. E’ stato rilevato il diametro dell’alterazione e messo in rapporto il peso della parte alterata con quello della parte sana. Inoltre è stata determinata la concentrazione di patulina per evidenziare eventuali correlazioni fra la produzione della molecola e l’attività antagonista. Il campione è stato trattato con etilacetato al fine di separare la fase organica (contenente patulina) da quella acquosa. La fase organica è stata portata a secco tramite rotovapor; essa è stata ripresa tramite toluene ed è stata purificata tramite la tecnica di estrazione in fase solida. Il liquido ottenuto è stato portato a secco mediante un evaporatore a micropiastre e successivamente è stata determinata la concentrazione della patulina mediante analisi HPLC.

Nella prova contro Phialophora spp. sono stati saggiati 26 ceppi microbici; l’antagonista è stato inoculato tramite immersione nelle diverse soluzioni contenenti i vari ceppi. 24 ore dopo è stato  inoculato il patogeno tramite irrorazione con pompetta.

I frutti sono stati conservati 15 giorni a temperatura di 5°C e 7 giorni a temperatura ambiente al termine del quale è stata misurata la somma dei diametri delle tacche per frutto e il numero di tacche per frutto.

Nelle quattro prove eseguite contro Penicillium expansum su mela M8 (Pichia guillermondii) ha evidenziato una costante azione antagonista. Si è inoltre rilevato che nelle prove in cui le mele sono state conservate in cella frigo lo sviluppo del patogeno è stato maggiore rispetto a quelle dove i frutti sono stati conservati a temperatura ambiente. Si può ipotizzare che questo maggiore sviluppo del patogeno sia dovuto a una minore attività antagonista dei ceppi saggiati a causa delle basse temperature. E’ opportuno comunque evidenziare che le mele sono state conservate una settimana prima della rilevazione a temperatura ambiente e questa era più alta rispetto alla temperatura delle prove precedenti (per il cambio di stagione) quindi si può anche ipotizzare una maggiore patogenecità di P. expansum che si sviluppa ottimalmente a temperature superiori a 25°C.

Dai risultati sulla patulina sembra che ad una maggiore attività antagonista corrisponda una minore produzione della micotossina. Sembrerebbe quindi che anche il metabolismo secondario, che si sviluppa in condizioni di stress ed è responsabile della produzione della tossina, venga parzialmente inibito.

Nelle 2 prove contro Botrytis cinerea AR 37 (Debaryomyces hansenii), PW 34 (Rhodotorula spp.), AZ 1-18 (Curtobacterium flaccumfaciens) e P64 (curtobacterium flaccumfaciens) hanno dato risultati soddisfacienti. In particolare AZ 1-18 e PW 34 hanno dato i risultati migliori. Tuttavia essendo questi due isolati microbici dei batteri occorerà porre molta attenzione nello studio del meccanismo d’azione; infatti sovente i batteri agiscono per antibiosi nell’inibire il fungo patogeno, e tali sostanze potrebbero permanere sulla superficie del frutto con conseguenze potenzialmente pericolose per l’uomo. È inoltre da considerare che la normativa vigente vieta l’applicazione di antibiotici sugli alimenti.

Nelle due prove contro Phialophora spp. M8 (Pichia guillermondii) ha dimostrato una buona capacità nel contenere il patogeno risultando migliore del testimone chimico.

La maggior parte degli altri ceppi ha contenuto esiguamente l’alterazione mentre solo 3 ceppi sono risultati pari al testimone inoculato e quindi non hanno evidenziato alcuna capacità antagonista.

L’elevato numero di frutti colpiti da Penicillium spp e Botrytis spp fa dedurre che nelle future prove occorrerà fare maggiore attenzione alla disinfezione dei contenitori e se possibile utilizzare confezioni di maggiore capienza in modo da non accatastare i frutti uno sopra l’altro.

Il microrganismo patogeno è stato spruzzato sulla superficie integra del frutto; si può quindi dedurre che Phialophora spp. è in grado di penetrare attivamente l'epidermide dei kiwi.

