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Negli ultimi anni, la normativa igienico sanitaria delle produzioni alimentari in generale e dei prodotti di origine animale in particolare, ha conosciuto una profonda evoluzione, alla base della quale si possono individuare tre fattori. Il primo è dato dallo “spostamento” della responsabilità dei controlli lungo la filiera produttiva, che è passato da essere un controllo da parte della Autorità Sanitaria Pubblica agli stessi operatori della filiera alimentare e del settore alimentare (OSA). Il secondo fattore è lo stato dell’arte delle conoscenze scientifiche e dell’implementazione tecnologica degli strumenti di controllo che si sono sempre più sviluppati e migliorati. Il terzo fattore è dato dalla necessità di un unico linguaggio in termini di parametri di qualità e di controllo riferiti ad uno specifico prodotto o a gruppi di prodotti. Tali situazioni hanno fatto sì che negli ultimi anni i metodi di analisi abbiano subito una profonda mutazione, andando verso sistemi sempre più rapidi, innovativi e economicamente meno onerosi.

Nell’ambito del controllo di alimenti di origine animale, il presente lavoro è stato svolto in un’azienda lattiero casearia, l’azienda Biraghi S.p.a., ed in particolare sulla materia prima latte, sia crudo che sottoposto a trattamento tecnologico di titolazione e debatterizzazione. 

L’obiettivo è stato quello di mettere a punto un metodo alternativo per l’analisi della carica batterica totale a 32°C al fine di verificare la correlazione dei risultati ottenuti utilizzando il metodo di riferimento e le indicazioni in termine di modifica di un’impedenza elettrica del metodo alternativo e verifica della loro comparabilità attraverso la loro correlazione. Inoltre si è proceduto nella verifica della possibilità di utilizzare una sola curva di calibrazione per due matrici della stessa natura, ma di diversa composizione chimica (latte crudo non sottoposto ad alcun trattamento e latte titolato in grasso e bactofugato) o dalla necessità di utilizzare due curve di calibrazione distinte.

Le prove di comparazione per i risultati di CBT sono stati condotti su 182 campioni di latte crudo di raccolta filtrato e su 71 campioni di latte trattato. Su tutti i campioni è stata eseguita la prova per la determinazione della CBT utilizzando come metodo alternativo tradizionale la semina delle diluizioni del latte crudo su Petrifilm® Total Viable Count (3M). Gli stessi campioni sono stati sottoposti, in parallelo, a determinazione della CBT utilizzando come sistema rapido il misuratore impedometrico BacTrac serie 4100® ed il terreno in brodo Total Viable Count BiMedia 001A, entrambi forniti dalla Sy-Lab.

Il BacTrac è operativo con grande successo nelle industrie alimentari, degli ingredienti e cosmetiche, inoltre in vari Paesi ricopre un ruolo guida ufficiale nel monitoraggio igienico degli alimenti.

L’impedometria è il principio di funzionamento del BacTrac, che permette di misurare piccole variazioni elettriche e di determinare la presenza di microrganismi molto prima di quanto una colonia si renda visibile in un terreno di coltura.

Il metabolismo microbico utilizza substrati nutritivi che per la maggior parte sono costituiti da composti macro molecolari, producendo micro molecole e prodotti di decomposizione caricati. Questi alterano la conducibilità dei liquidi nutritivi abbassando la loro resistenza. Questo fenomeno viene misurato usando un minimo di 2 elettrodi immersi nella soluzione nutriente. Applicando agli elettrodi una tensione alternata è possibile misurare la diminuzione della così detta impedenza in un campo di corrente alternata. La tecnica di misurazione del BacTrac si basa esattamente su questo principio, registrando l’intervallo di tempo in cui si altera la composizione ionica nel nutriente.

I risultati ottenuti dal Sistema BacTrac sono stati associati al relativo risultato ottenuto dalla prova dello stesso campione con il metodo di riferimento, ottenendo una retta di regressione lineare. Nel caso del presente lavoro, la correlazione è invertita, in quanto una elevata presenza di batteri nella matrice deve corrispondere un valore di tempo di misurazione del BacTrac tanto più basso, poiché un gran numero di batteri provoca una diminuzione del tempo necessario al terreno o agli elettrodi per superare la soglia del 5% di variazione impostata, il risultato ha perciò valore negativo.

Successivamente sono stati presi in esame e correlati i valori di ufc e di impedenza di tre gruppi di campioni: il primo comprende tutti i campioni, sia di latte crudo e sia di latte trattato, il secondo quelli di latte crudo e il terzo solo quelli di latte trattato. Sono stati esclusi da questa elaborazione i campioni di latte crudo che presentavano valori superiori a 500.000 ufc/ml .

Le considerazioni fatte all’esame dell’indice di correlazione per i tre gruppi di campioni considerati sono che la migliore correlazione tra i valori in termini di modifica delle impedenza M e E del BacTrac si è ottenuta nell’elaborazione del latte trattato, mentre dimuisce per il latte crudo e si abbassa ulteriormente se si considerano i due tipi di latte in un’unica elaborazione.

Queste differenze sono dovute alla variabilità della composizione chimica dei due tipi di latte. Il latte trattato è un latte che ha subito dei trattamenti che ne hanno uniformato la composizione media, il parametro grasso ha una variazione in termini assoluti di 0,40 g/100g, mentre i valori medi del grasso dei campioni di latte crudo presentano una “forbice” che varia di 3,30% a 4,20% con una oscillazione in termini assoluti di 0,90g/100g.

Inoltre il rapporto grasso/proteine/caseina del latte trattato viene mantenuto pressoché costante, mentre nel latte crudo varia in base alla stagionalità, alla alimentazione e in base alle diverse aziende agricole. 

Tali differenze rendono i due tipi di latte molto diversi tra di loro, nonostante siano l’espressione di una stessa matrice in due fasi successive.

Il BacTrac risente dell’elevata variabilità della matrice “latte crudo” e di conseguenza il coefficiente di correlazione tra i risultati relativi a questo prodotto è più basso rispetto a quello trattato, quindi il coefficiente di correlazione che prende in esame i due tipi di latte è ancora più basso.

Il BacTrac si è confermato un sistema molto affidabile, ideale nell’ambito dell’industria alimentare per il controllo dei prodotti e dei processi, in grado di dare risultati microbiologici in tempi tanto più rapidi quanto più un prodotto contiene un alto numero di microrganismi, con un costo di circa 30 volte più basso rispetto ad un sistema tradizionale in piastra; tale sensibilità è influenzata dalla composizione della matrice in esame. Tanto maggiore è la costanza compositiva del prodotto in esame, tanto più correlabili con un sistema tradizionale saranno i risultati ottenuti con il metodo alternativo. 

La situazione ideale è avere tante curve di calibrazione quante sono le possibili variabili chimico-fisiche all’interno di uno stesso prodotto, ma questo non è sempre possibile, in quanto richiederebbe un grandissimo lavoro nello sviluppo di un elevato numero di calibrazioni e un numero di analizzatori BacTrac elevato,  che hanno un costo di acquisto importante.

E’ perciò compito dell’utilizzatore dello strumento valutare il livello di correlazione che si ritiene accettabile, in base alla matrice che si sta analizzando ed ai rischi legati al tipo di parametro microbiologico che si sta ricercando.

ABSTRACT



During last years, the rules of hygiene and sanitary food production in general and of animal products in particular, has undergone a profound change at the base of which there are three factors. The first is that the "shift" the responsibility of controls along the production chain, which has grown from a review by the public health authorities to the same operators of the food chain and the food industry (OAS). The second factor is the situation of scientific knowledge and implementation of health control technology, that are increasingly being developed and improved. The third factor is the need for a single european language(from the food safety point of wiew)  in terms of quality parameters and control related to a specific product or product groups. All these situations, in recent years have improved resulted the methods of analysis, that have profound change, moving towards ever faster systems, innovative and economically less onerous.

 Under the control of food of animal origin, this work was done on a farm dairy, the company Biraghi Spa, particularly on the raw milk and partially skimmed milk after mechanic processes to reduce the number of bacteria in it.

The objective of this work has been the developing an alternative method for analyzing the total bacterial count at 32 ° C, in order to verify the correlation of results obtained using the method of reference and guidance in terms of changes in impedance supply of the alternative method and verification of comparability through their correlation. Furthermore, the objective has been to understand if it was possible to use a single calibration curve for the two kind of milk (raw and after treatment), that have the same nature but of different chemical composition,  or, instead, it was necessary to development two different and distinct calibration curves. 

Tests for comparing the results of CBT have been conducted on 182 samples of raw milk collected and filtered on 71 samples of treated milk. Every single milk sample has been analyzed using the test for the determination of CB T with traditional planting of the dilutions of raw milk on Petrifilm ® Total Viable Count (3M) and compared to an alternative rapid method using the  BacTrac ® 4100 System (Impedimetric system of microbiological analysis)  and the Media “Total Viable Count Bimeda 001A”, both supplied by Sy-Lab.

 The BacTrac is operating with great success in the food, ingredients and cosmetics, also in different countries plays a leading role in monitoring hygienic control of food. 

The impedImetric system is the operating principle of the BacTrac. This System allows to measure small changes in electrical field (liquid media) and determine the presence of microorganisms long before it becomes visible as a colony in a culture medium. 

The microbial metabolism using substrates for most nutrients that are composed of macro-molecular compounds, producing micro-molecules and decomposition products loaded.

 This alters the conductivity of liquid nutrients lowering their resistance. This phenomenon is measured using a minimum of 2 electrodes immersed in the nutrient solution. Applying an alternating voltage to the electrodes can measure the decrease of the so-called impedance in a field of alternating current. The technique of measuring BacTrac is based on exactly this principle, by recording the time interval in which it alters the ionic composition of the nutrient. 

The results obtained from the System BacTrac have been associated with the result obtained from the test on the same sample with the reference method, resulting in a linear regression line. In the case of the present work, the relationship is reversed, because a high presence of bacteria in the array must match the value of time-measurement BacTrac much lower, since a large number of bacteria causes a decrease in the time required to land or electrodes to overcome the threshold of 5% change set, the result was so negative.

 Were then examined and correlated the values of cfu and impedance of three groups of samples: the first includes all samples of both raw milk and is treated milk, the second those of raw milk and only one third of those treated milk. Were excluded from this processing samples of raw milk, which showed higher values to 500,000 cfu / ml. 

The comments made examination of the index of correlation for the three groups of samples that are considered the best correlation between values in terms of change in impedance BacTrac M and E was obtained in the preparation of treated milk, raw milk and the two types of milk in one process. 

These differences are due to the variability of the chemical composition of the two types of milk. The treated milk is milk that has been subjected to treatments that have aligned with the average composition of the fat has a parameter variation in absolute terms of 0.40 g/100g, while the average values of fat in samples of raw milk present a " gap "that varies from 3.30% to 4.20% with a fluctuation in absolute terms of 0.90 g/100g. 
Moreover, the ratio fat / protein / casein in treated milk is maintained almost constant, while in raw milk varies according to season, the Food of the herd, to different management of the  farms. 

These differences make the two very different types of milk together, despite the expression of a single matrix in two stages. 

The BacTrac reflects the high variability of the array "raw milk" and hence the correlation coefficient between the results for this product is lower than those discussed, then the correlation coefficient that takes into consideration the two types of milk even lower. 

The BacTrac has confirmed a very reliable, ideal for food industry under the control of products and processes that can produce results much faster microbiological times as much a product contains a high number of microorganisms, with For approximately 30 times lower than a traditional plate, and this sensitivity is influenced by the composition of the matrix under consideration. 

The ideal situation is to have as many calibration curves as there are possible chemical and physical variables within the same product, but this is not always possible, because it would require a great job in developing a large number of calibrations and a number of analyzers BacTrac high cost of having a major purchase. 

So, The BacTrac users have to decide wich is the level of correlation is the ideal one to use only one calibration curve for many different product, and wich is the minimum level of correlation that can be  considered acceptable, depending on the array that is being analyzed and risks related to microbiological parameter type you are looking for. 
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