Italian Journal of Food Safety, Vol. 1 N. 2

EFFETTO DI COLTURE STARTER DI ORIGINE LATTIERO-
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SUMMARY The aim of this study was the evaluation of the use of selected lactic acid bacteria
starter culture of dairy origin in the production of nitrite-free low-acid fermented
venison (Dama dama) sausage (Salame di daino) produced in a small-scale plant
in Umbria (Italy), and their effect on microbiological, physico-chemical and
sensorial properties of the products. Salame di daino was obtained with two
different processes: with and without the addition of selected LAB starter
cultures. Microbial counts of safety indicators were lower in salami made with
the addition of starter cultures. Pathogens after the first week of ripening were
only detected from salami made without the addition of starter cultures. Control
salami were paler and harder, whereas those made with the addition of starter
cultures slightly saltier, juicier and in general more acceptable. Selected dairy-
origin starter (SDS) cultures did prevent the growth of safety indicators, greatly
reduced the rate of isolation of pathogens and increased the acceptability of full-
ripened salami.
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gina e la carne di daino in particolare, oggi sono
considerate dai consumatori sane e ottenute con
un maggiore rispetto per 'ambiente, se parago-

INTRODUZIONE

Negli ultimi anni si & assistito a un crescente

interesse da parte dei consumatori per la carne
di selvaggina. La carne di selvaggina ha consi-
stenza e sapore caratteristici: & generalmente
piu scura, ha un gusto piu forte ed & spesso piu
dura rispetto alla carne proveniente dagli ani-
mali d’allevamento. I prodotti di carne di sel-
vaggina, fermentati ed essiccati, sono diventati
piu popolari e piu facilmente reperibili sul mer-
cato (1-4). La loro presenza rimane, tuttavia,
molto ristretta e di stagione e la qualita della
carne ¢ influenzata dalla disponibilita del pa-
scolo e dall'attivita degli animali (5). La selvag-

nate a quelle di animali allevati (3). Per queste
ragioni, i prodotti trasformati a base di carne di
daino e selvaggina sono spesso realizzati senza
Paggiunta di nitriti e nitrati (6). Gli ingredienti
di base sono la carne magra di daino (28%), il
magro (spalla e addome) di suino (55%), il gras-
so di suino (16%), sale (25-30 g/Kg), pepe (5
g/kg), aglio (2 g/Kg), vino bianco (2 ml/Kg) e aci-
do ascorbico (2 g/Kg). Nella produzione speri-
mentale oggetto di questa nota, non sono stati
aggiunti latte in polvere, zuccheri, né nitriti e
nitrati. Fondamentalmente, la sicurezza del
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prodotto, cosi insaccato, si basa sulla bassa
temperatura di fermentazione. Una delle sfide
piu interessanti per I'industria della carne e la
produzione di salumi a bassa acidita, senza ag-
giunta di nitrati e nitriti, preservando le carat-
teristiche igieniche, il sapore e l'aroma originali.
L'associazione di due stipiti di Lactococcus lac-
tis ssp. lactis e uno di Lactobacillus casei
spp. casei, originariamente isolati dai formaggi
tradizionali, prodotti in caseifici di piccole di-
mensioni in Umbria, & stata scelta per la sua
leggera, ma evidente attivita acidificante, anche
in assenza di zucchero aggiunto o latte scremato
(7; 8).

MATERIALI E METODI

Colture starter. Prima della produzione dei sa-
lami, gli stipiti liofilizzati di colture starter sono
stati coltivati aerobicamente in Nutrient Broth
(NB, CM0001 Oxoid, Basingstoke, UK) a 37°C
per 24 ore. Ogni stipite e stato coltivato in latte
scremato (BD Difco, Franklin Lakes, NJ, USA,
232100) a 37°C per 24 ore. La conta totale su
Nutrient Agar, (NA, Oxoid CM0003), incubato a
37°C in ambiente aerobio per 24 ore & stata di
circa 1 x 107 UFC/ml. Produzione di salame e
procedura di campionamento - Una volta ag-
giunti tutti gli ingredienti alla carne macinata,
il tutto e stato diviso in due impasti: in uno sono
state aggiunte le colture starter, con un rappor-
to cocchi-bacilli di 2:1, I’altro & stato usato come
controllo. Tutti i salami sono stati insaccati in
budelli naturali di suino, appesi e conservati in
cella condizionata per la fermentazione e sta-
gionatura per 27 giorni, secondo il programma
indicato di seguito: tempo/temperatura/umidita
relativa: ore 0-5/6 °C/65% UR; ore 5-10/12/65;
ore 10-15/22/80; ore 15-20/20/85; ore 20-
24/18/90; giorni 1-6/16/90; giorni 7-21/15/85. 11
prelievo dei campioni e stato effettuato al giorno
0 (miscela di carne subito dopo l'insacco), al
giorno 6 (fine fermentazione), e al giorno 27 (fi-
ne stagionatura). Ad ogni tempo di campiona-
mento, sono stati prelevati tre campioni per cia-
scun salame. Tutte le analisi sono state condot-
te, in triplo, entro 30 minuti dal campionamen-
to. Analisi microbiologiche - 25 g di campione
sono stati trasferiti asetticamente in 225 ml di
acqua peptonata tamponata sterile, (Oxoid,
CM1049) ed omogeneizzati in Stomacher (PBI
International) prima dell’allestimento delle di-
luizioni. Le diluizioni decimali seriali, in acqua
peptonata tamponata, sono state inoculate sui
terreni di coltura, utilizzando 1 ml per la semi-
na per inclusione per la conta microbica totale,
e 0,1 ml per quella di superficie, su agar seletti-
vi. La flora aerobica mesofila totale e stata de-
terminata in Plate Count Agar (Oxoid), incuba-
to a 30°C per 72 h; Lactococcus spp. in M17
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agar (Oxoid, CMO0785) a cui & stato aggiunto il
10% v/v di lattosio incubato a 37 °C per 48 ore,
Lactobacillus spp. su de Man, Rogosa, Sharpe
(MRS) Agar (Oxoid) acidificato a pH 5.5, incu-
bato a 30°C per 72 ore in condizioni anaerobiche
(Gas generating kit, Oxoid, BR0038), enterococ-
chi su Slanetz e Bartley (SB) Agar
(Oxo0id, CM0377), incubato a 37°C per 48 h; En-
terobacteriaceae, su Violet Red Bile Glucose
Agar (VRBG) (Oxoid, CM0485), incubato a 37
°C per 24 h; organismi coliformi su Violet Red
Bile Lactose Agar (VRBL) (Oxoid, CM0107), in-
cubato a 30°C per 24 h, Micrococcaceae su
Mannitol Salt Agar (Oxoid, CM0085), incubato
a 37 °C per 48 h. I presunti S. aureus sono stati
determinati mediante semina su Tryptose blood
agar base, (Oxoid, CM0233 con l'aggiunta di
sangue bovino): tutte le colonie mucose, di colo-
re bianco-grigiastro o giallo oro, di diametro da
3 a 5 mm, con una zona distinta di emolisi in-
completa, sono state selezionate, e quindi semi-
nate su Rabbit Plasma Fibrinogen (RFP) Agar
(Oxo0id, CM0961, con Supplemento RFP, Oxoid,
SR0122), e incubate a 37 °C per 48 h. Dopo 1'in-
cubazione sono state esaminate microscopica-
mente, dopo colorazione di Gram, tipiche colonie
nere, convesse con un alone opaco. Inoltre, e
stata ricercata la presenza di Clostridium spp.,
Salmonella spp. e Listeria spp. La presenza di
clostridi solfito-riduttori e stata determinata
mediante Perfringens Agar (Oxoid, CM0543) a
cui sono stati aggiunti i Supplementi Perfrin-
gens A (Oxoid, SR0076) e B (Oxoid, SR0077). E
stato usato il metodo ISO 6579 (ISO, 2007) per
isolare Salmonella spp. (9). E stato utilizzato il
metodo ISO 11290 (ISO, 1996) per isolare Liste-
ria monocytogenes (10). Pertanto, le piastre con
meno di 30 UFC non sono state utilizzate per i
dati delle analisi, e quando questo & stato appli-
cato alla piu bassa diluizione, i risultati sono
stati registrati come <300 per la semina di in-
clusione e <3.000 per la semina di superficie. I
campioni con almeno una tipica colonia (dopo
un’ulteriore identificazione per S.aureus) nella
piu bassa diluizione, sono stati registrati come
positivi, indipendentemente dal numero delle
colonie. Analisi fisico-chimiche_aw, pH e umidi-
ta sono stati determinati durante la stagionatu-
ra, mentre la composizione chimica e le ceneri
nel giorno dell'insacco e a fine stagionatura.
L’'umidita, la composizione chimica e le ceneri
sono stati determinati in base ai metodi AOAC
(AOAC, 2000) (11). Valutazione sensoriale - Pa-
nel test su entrambi i salami. Analisi dei risul-
tati - Ad ogni tempo di campionamento & stata
calcolata la media aritmetica dei tre campioni
di ciascun salame, tutti i valori (convertiti in log
per le analisi microbiologiche) sono stati analiz-
zati con GraphPad Instat, v. 3.0b per Mac OS X



ed i grafici sono stati ottenuti con GraphPad
Prism v. 5.0d per Mac OS X.

RISULTATI E CONCLUSIONI

Analisi microbiologica - Flora aerobica mesofila
totale e LAB

Il giorno dell’insaccamento, i salami di controllo
non contenevano batteri lattici, mentre i salami
con l'aggiunta di colture SDS contenevano piu
di 107 UFC/g di lactococchi e lactobacilli. Per i
salami di controllo, la conta della flora aerobica
mesofila totale, ha dato come log di UFC/g (me-
dia aritmetica), un range che variava da 5,66 a
6,00, mentre in quelli realizzati con l'aggiunta
di colture SDS il range variava da 7,45 a 8,47.
Nei salami fatti con l'aggiunta delle colture
SDS, le conte dei lactococchi variavano da 7,32
a 7,69, mentre le conte di Lactobacillus spp. va-
riavano da 7,00 a 7,30. Al termine della fermen-
tazione (giorno-6), le conte dei batteri lattici
avevano raggiunto pit di 108 UFC/g nei salami
fatti con l'aggiunta di colture SDS (da 8,81 a
8,98 per i lactococchi e da 8,00 a 8,62 per i lac-
tobacilli) e piu di 107 UFC/g in quelli di control-
lo (da 8,00 a 8,28 per i lactococchi e da 7,00 a
8,08 per i lactobacilli). Le conte della flora aero-
bica mesofila totale erano di conseguenza simili
(da 8,86 a 8,93 nei salami con l'aggiunta di col-
ture SDS e da 8,00 a 8,31 nei salami di control-
lo). Al termine della stagionatura (giorno-27), i
lactococchi e i lactobacilli erano superiori a 107
UFC/g sia nei salami fatti con l'aggiunta
di colture SDS (lactococchi da 7,76 a 8,81 e lac-
tobacilli da 7,52 a 8,16) sia nei salami di con-
trollo (lactococchi da 7,50 a 7,59 e lactobacilli da
7,81 a 7,98). Le conte della flora aerobica meso-
fila totale erano simili alle conte dei lactococchi
(da 7,89 a 8,67 nei salami di controllo e da 8,21
a 8,810 nei salami con l'aggiunta di colture
SDS).

Enterococchi, micrococchi, enterobatteri e coli-
formi

Il giorno dell’insaccamento, la media delle conte
degli enterococchi era inferiore a 10° UFC/g nei
salami di controllo e superiore a 10° UFC/g nei
salami fatti con l'aggiunta di colture SDS ed i
valori variavano da 4,00 a 4,60 e da 5,34 a 5,98,
rispettivamente. La media delle conte delle En-
terobacteriaceae era compresa tra 10* e 10°
UFC/g in entrambi i tipi di salame ed i valori
variavano da 5,11 a 5,30 in quelli di controllo e,
da 4,30 a 5,48, in quelli con l'aggiunta di colture
SDS. I valori medi dei coliformi erano oltre 10*
UFC/g in entrambi i gruppi (da 4,70 a 4,90 nei
salami di controllo e da 4,95 a 5,70 nei salami
fatti con l'aggiunta di colture SDS). La media
delle conte delle Micrococcaceae era compresa
tra 10* e 10° UFC/g in entrambi i tipi di salame
ed i valori variavano da 4,00 a 4,60 nei salami
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di controllo e da 5,48 a 5,80, nei salami fatti con
l'aggiunta di colture SDS. Al termine della fer-
mentazione (giorno-6), gli enterococchi avevano
raggiunto valori medi di oltre 10° UFC/g, sia nei
salami fatti con l'aggiunta di colture SDS (da
5,88 a 5,97) sia nei salami di controllo (da 5,00 a
5,15). I valori medi delle Enterobacteriaceae
erano oltre 10° UFC/g nei salami di controllo
(da 4,89 a 5,02) e inferiore a 105> UFC/g nei sa-
lami fatti con l'aggiunta di colture SDS (da 4,86
a 5,00). I coliformi erano oltre 10* UFC/g nei sa-
lami controllo (da 3,90 a 5,75) e sotto 10* UFC/g
nei salami fatti con I'aggiunta di colture SDS
(da 3,2 a 3,95). Le Micrococcaceae avevano rag-
giunto valori medi di oltre 10° UFC/g in en-
trambi i tipi di salame con conte che variavano
da 5,60 a 6,14 nei salami di controllo e da 6,00 a
6,32 nei salami fatti con l'aggiunta di colture
SDS. Al termine della stagionatura (giorno-27),
i valori medi degli enterococchi erano 10° UFC/g
in entrambi i tipi di salame (da 5,05 a 6,56 nei
salami fatti con 'aggiunta di colture SDS e da
4,60 a 6,00 nei salami di controllo). I valori me-
di delle Enterobacteriaceae erano oltre 10%
UFC/g nei salami di controllo (da 4,27 a 4,67) e
in quelli fatti con 1'aggiunta di colture SDS (da
3,82 a 4,50). I coliformi non sono stati rilevati in
entrambi i tipi di salami. Le Micrococcaceae
hanno raggiunto valori medi di oltre 105 UFC/g
in entrambi i tipi di salame, con le conte che va-
riano da 4,92 a 5,57 nei salami di controllo e da
5,49 a 5,51 nei salami fatti con l'aggiunta di col-
ture SDS.

Patogeni

S. aureus & stato isolato solo nei salami di con-
trollo e solo nel giorno dell’insaccamento. Gli
anaerobi sporigeni, non sono mai stati rilevati.
Salmonella spp. e Listeria spp. sono state rile-
vate nei salami di controllo fino alla fine della
fermentazione (giorno-6), mentre negli altri,
fatti con l'aggiunta di colture SDS, solo nel
giorno dell'insaccamento.

Analisi fisico-chimiche

I valori medi di aw, nel giorno del riempimento
erano al di sopra di 0.96 per entrambi gli impa-
sti (da 0,96 a 0,97 in entrambi i tipi di salame) e
hanno raggiunto valori di 0,94 (da 0,94 a 0,95 in
entrambi i tipi) e 0,92 nei salami realizzati con
l'aggiunta di colture SDS, alla fine della fer-
mentazione (giorno-6), ed i valori di 0,83 (da
0,83 a 0,84 sia nei salami di controllo, sia nei
salami con l'aggiunta di colture SDS) al termine
della stagionatura (giorno-27). Nel giorno
dell'insaccamento, i valori medi di umidita era-
no al di sopra del 62% per entrambi gli impasti
(62,89% nei campioni di controllo e 62,87% nei
salami con l'aggiunta di colture SDS), mentre
alla fine della fermentazione (giorno-6) erano
superiori al 50% (54,90% e 59,60% nei salami di
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controllo e nei salami fatti con l'aggiunta di col-
ture SDS, rispettivamente). Al termine della
stagionatura (giorno-27), i valori medi erano piu
del 28% (28,93% mnei salami di controllo e
30,82% per i salami fatti con 1'aggiunta di coltu-
re SDS). I valori medi di pH, nel giorno
dell’insaccamento erano superiori a 6,50 in en-
trambi gli impasti (da 6,36 a 6,66 nei salami di
controllo, e da 6,45 a 6,65 nei salami con l'ag-
giunta di colture SDS) e hanno raggiunto i valo-
ri di 6,24 nei salami di controllo (da 6,12 a 6,32)
e 5,64 nei salami fatti con 'aggiunta di colture
SDS alla fine della fermentazione (giorno-6) (da
5,565 a 5,76) e valori di 7,01 nei salami di con-
trollo (da 6,67 a 7,22) e 7,00 nei salami fatti con
l'aggiunta di colture SDS alla fine della stagio-
natura (giorno-27) (da 6,98 a 7,04). Il giorno del
riempimento i valori medi di proteine, espressi
in 100/g di sostanza secca, erano 47,28 (da 45,98
a 48,53) nei salami di controllo e di 50,51 (da
50,08 a 51,36) nei salami con I'aggiunta di col-
ture SDS; il grasso, espresso in 100/g di sostan-
za secca, era 44,07 (da 43,11 a 45,19) e 40,98 (da
40,50 a 41,90), rispettivamente. I valori medi
per le ceneri espressi in 100/g di sostanza secca,
erano 8,66 nei salami di controllo (da 8,40 a
8,65) e 8,51 (da 8,01 a 8,95) nei salami con 1'ag-
giunta di colture SDS. Le analisi condotte nei
salami a completa stagionatura (giorno 27)
hanno prodotto dati simili.

Valutazione sensoriale

L’uniformita di colore variava da 4,17 nei sala-
mi di controllo a 5,17 in quelli fatti con 1'aggiun-
ta di colture SDS; l'intensita di colore variava
da 4,83 nei salami di controllo a 5,00 nei salami
fatti con l'aggiunta di colture SDS; la connes-
sione grasso/magro da 4,50 a 5,00, e la distribu-
zione grasso/magro da 5,33 a 4,83, rispettiva-
mente. Per quanto riguarda il gusto, I'odore e
I’aroma, l'acidita variava da 3,50 nei salami di
controllo a 2,33 nei salami fatti con 1'aggiunta di
colture SDS; lirrancidimento da 3,33 a 1,50;
l'amarezza da 3,17 a 2,33; il sapore salato da
3,67 a 5,17; il sapore di muffa da 2,50 a 1,83; il
gusto piccante da 3,33 a 3,83 e 'intensita di sa-
pore da 5,50 a 6,00, rispettivamente. Per quanto
riguarda gli attributi di consistenza, l'elasticita
era di 3,33 in entrambi i tipi di salame; la du-
rezza variava da 3,33 nei salami di controllo a
4,5 nei salami con I'aggiunta di colture SDS; la
coesione da 3,50 a 5,17, rispettivamente; la ma-
sticabilita da 5,50 a 4,83; la succosita da 4,00 a
4,17; il grasso da 4,33 a 3,83, rispettivamente.
L’accettabilita complessiva variava da 5,50 nei
salami di controllo a 5,67 nei salami realizzati
con l'aggiunta di colture SDS.

L’aggiunta di colture starter nei salami di daino
ha impedito la crescita degli indicatori di sicu-
rezza, ha determinato una considerevole ridu-
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zione degli agenti patogeni e dei livelli di Ente-
robacteriaceae e soprattutto di coliformi. Ha
migliorato leggermente le caratteristiche senso-
riali a fine stagionatura, aumentandone
I’accettabilita, ed evitando I'uso di nitriti e ni-
trati. Non ha inibito la crescita degli enterococ-
chi e delle Micrococcaceae, i quali sono in grado
di modulare ’aroma dei prodotti (12-15). I sa-
lami senza l'aggiunta di colture starter sono ri-
sultati essere pitu rancidi e con un piu forte sa-
pore di muffa, mentre quelli con 'aggiunta di
colture starter sono leggermente piu salati, piu
coesi e piu accettabili.
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