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SUMMARY

In this study we evaluated the microbiological
status of the Salsiccia sarda with special
emphasis on the microbial indicators of the
hygienic and sanitary conditions. Moreover,
the evolution of the autochthonous
microflora has been monitored during the
entire production process. For these aims,
microbiological analyses were carried out

on different samples of minced meat and
sausages at different ripening times. Despite
the results showed some critical points

in the hygienic and sanitary conditions,
substantiated by a significant presence of
Escherichia coli, Salmonella and Listeria spp.
were not found in any sample. The dominant
microflora of Salsiccia sarda was composed
by Lactobacillus curvatus, L. plantarum,
Staphylococcus xylosus and Debaryomyces
hansenii. The knowledge of the microbial
ecology of this typical sardinian food-stuff
is a significant baseline for the development
of autochthonous starter cultures to be
employed in the production process. The
use of such cultures may allow a better
management of the process and guarantee
suitable qualitative traits of this traditional
ripened sausage.

SOMMARIO

Nel presente lavoro sono stati valutati i
microrganismi di interesse igienico-sanitario
e I'evoluzione della microflora della Salsiccia
sarda. Prelievi e analisi microbiologiche sono
stati effettuati sulla carne macinata e sulla
salsiccia a tempi diversi di maturazione. |
risultati hanno mostrato che, nonostante

le criticita inerenti le condizioni
igienico-sanitarie rilevate in alcune fasi
tecnologiche e confermate dalla presenza

di Escherichia coli, non sono stati ritrovati
batteri ascrivibili ai generi Salmonella e
Listeria. Le specie microbiche risultate
predominanti sono state Lactobacillus
curvatus, L. plantarum, Staphylococcus
xylosus e Debaryomyces hansenii. La
conoscenza dell’ecologia microbica di
questo prodotto tipico costituisce un punto
di partenza per la messa a punto di colture
starter autoctone da impiegare nei processi
di trasformazione. L'utilizzo di tali colture
consentirebbe una migliore gestione del
processo garantendo adeguati standard
qualitativi ad un prodotto tradizionale come
la Salsiccia sarda.

SALUM

NICOLETTA P. MANGIA - MARCO A. MURGIA -
GIOVANNI GARAU - PIETRINO DEIANA

Dipartimento di Scienze Ambientali Agrarie e Biotecnologie Agroalimentari - Sezione di Microbiologia -

Universita di Sassari - Viale Italia 39 - 07100 Sassari - Italy

Microbiologia
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Microbial characterization and hygienic evaluation
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INTRODUZIONE

La Salsiccia sarda e un salume a fer-
mentazione naturale inserito nel-
I'elenco dei prodotti agroalimentari
tradizionali (D.M. del 18/07/2000).
Tra gli insaccati prodotti in Sardegna,
la salsiccia stagionata occupa una po-
sizione importante soprattutto per le
sue caratteristiche di qualita e di tipi-
cita. La preparazione artigianale della
salsiccia prevede le seguenti fasi:

- preparazione dell'impasto: dopo la
spolpatura, la sezionatura e la mon-
datura, la carne viene tagliata a piccoli
cubetti (a punta di coltello) e aggiun-
ta di una quantita variabile di grasso
(lardo) tagliato a cubetti di dimensioni
minori rispetto alla carne. Il sale viene
aggiunto in quantita variabile tra il 2.5
e il 3%. Tradizionalmente vengono im-
piegate poche spezie (pepe, aglio, in
alcune zone anche semi di finocchio
o anice) per meglio esaltare il sapore
della carne. In alcuni casi viene impie-
gato l'aceto che, nei prodotti valutati

qualitativamente migliori, viene sosti-
tuito dal vino bianco preferibilmente
torbido e fermentazione malolattica in
atto, costituendo cosi I'unica aggiunta
di batteri lattici naturali (innesto);

- insaccamento: generalmente viene
utilizzato budello naturale di suino o
vaccino dopo essere stato sottoposto
a ripetuti lavaggi con acqua, sale e
aceto. Dopo l'insaccamento i singoli
pezzi vengono chiusi e ripiegati a ferro
di cavallo;

- stagionatura: la stagionatura inizia con
I'asciugatura (tradizionalmente durante
I'asciugatura la salsiccia viene sottopo-
sta ad affumicatura naturale). segue
I'essiccamento e |a stagionatura vera e
propria che si protrae per 18-20 giorni a
10°-13°C e UR intorno all'80%.

Le tecnologie di produzione attual-
mente impiegate, comprese quelle
industriali, rispettano tuttora le pecu-
liarita tecnologiche tradizionali anche
se spesso Si rivelano inadatte e troppo
diversificate per garantire un prodotto
standard e di qualita. In questo con-
|
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testo gioca un ruolo importante la
conoscenza delle specie microbiche
coinvolte nei processi fermentativi e
maturativi perché in grado di influen-
zare alcune caratteristiche organoletti-
che nonché la salubrita della Salsiccia
sarda. La conoscenza dell’ecologia mi-
crobica associata al prodotto tradizio-
nale costituisce una importante base di
partenza per la messa a punto di starter
autoctoni da impiegare nelle produzio-
ni industriali e semi-industriali.

Lo scopo di questo lavoro e stato per-
tanto quello di valutare lo stato igieni-
co-sanitario, la composizione e |'evo-
luzione della microflora naturale della
Salsiccia sarda prodotta con tecnologia
artigianale.

MATERIALI E METODI

Campionamento

| campioni di carne e di salsiccia a tempi
diversi di maturazione sono stati pre-
levati presso un salumificio artigianale
della provincia di Sassari. | prelievi sulla
carne tritata sono stati eseguiti prima
e dopo la concia. Prima del prelievo
le salsicce sono state spazzolate per
evitare un possibile inquinamento da
parte dei microrganismi presenti sulla
superficie. | prelievi di salsiccia (senza
budello) sono stati effettuatia s, 7, 12,
16 e 21 giorni di maturazione.

Analisi microbiologiche

25 g di campione, introdotti in busta
sterile contenente 225 mL di soluzione
fisiologica sterile, sono stati omoge-
neizzati in Stomacher Lab-Blender 80
(PBI) per un tempo di 2 minuti e diluiti
in maniera seriale (1:10). Aliquote del-
le diluizioni sono state impiegate per
la determinazione dei seguenti gruppi
microbici:
- Conta batterica totale (CBT): semina
su PCA (Oxoid), incubazione a 30°C
per 48 ore.

|

- Batteri lattici: semina per inclusione
in MRS agar (Oxoid), incubazione a
30°C per 48 ore in anaerobiosi.

- Microstafilococchi: semina su Man-
nitol Salt Agar (Oxoid), incubazione a
37°C per 48 ore.

- Stafilococchi coagulasi positivi
(SCP): semina su Baird-Parker medium
(Oxoid) addizionato di egg yolk tellu-
rite emulsion (Oxoid), incubazione a
37°C per 24-48 ore. Saggio delle colo-
nie con Coagulase Test (Oxoid).

- Coliformi totali: (metodo MPN),
inoculo in Brilliant Green Bile Broth
(Oxoid) con campanella di Durham,
incubazione a 37°C per 48 ore.

- Escherichia coli: (metodo MPN), ino-
culo in Brilliant Green Bile Broth con
campanella di Durham, incubazione a
44°C per 48 ore. La produzione di in-
dolo e stata verificata in acqua tripto-
nata mediante reattivo di Kovac's.

- Clostridi solfito-riduttori: inoculo in
DRCM (Oxoid) incubazione a 37°C
per 48 ore in condizioni di anaerobio-
si dopo pastorizzazione a 80°C per
20 minuti.

- Salmonelle: prearricchimento in ac-
qua peptonata e impiego del Salmo-
nella Rapid Test (Oxoid).

- Listeria spp.: arricchimento in Fra-
ser Broth Base (Oxoid) addizionato a
supplemento selettivo Fraser SR 156
(Oxoid), incubazione a 30°C per 24
ore, metodo di conta immunologico.
- Lieviti: semina su MEA (Oxoid) a pH
5.4, incubazione a 25°C per 4 giorni.

Identificazione
degli stipiti microbici

L'isolamento dei batteri lattici, micro-
cocchi, stafilococchi e lieviti & stato
eseguito a partire dalle piastre di con-
ta isolando in modo randomizzato 10
colonie (per gruppo microbico) che
sono state successivamente purificate
e conservate a -80°C in terreno nutriti-
vo addizionato di glicerolo al 30%.

Gli isolati sono stati testati per morfolo-
gia, colorazione di Gram e sottoposti al
saggio della catalasi. | ceppi che sono ri-

sultati positivi alla colorazione di Gram
e alla catalasi sono stati classificati in
accordo con Schleifer et al., (1986). In
particolare per differenziare i micrococ-
chi dagli stafilococchi e stata valutata la
capacita di crescita in furazolidone agar
e in lisostafina agar. Gli stafilococchi
presuntivi sono stati testati per ['attivita
coagulasica. L'identificazione dei ceppi
e stata confermata con il sistema API
STAPH e ID 32 STAPH (bioMerieux,
Marcy I'Etoile, France).

| ceppi positivi alla colorazione di Gram
e negativi al saggio della catalasi sono
stati identificati in accordo con il Kan-
dler et al. (1986). Il profilo fermenta-
tivo € stato determinato usando API
50 CH and API 20 Strep test galleries
(API System bioMerieux, Marcy I'Etoi-
le, France). L'identificazione dei lieviti
e stata fatta secondo Kurtzman and
Fell (2000).

RISULTATI
E DISCUSSIONE

Il quadro microbico mostrato nella tab.
| puo essere commentato in termini di
sicurezza del prodotto: la CMT ha pre-
sentato a fine stagionatura livelli molto
elevati (circa 7.10° ufc/g), da considerar-
si comunque normali negli insaccati fer-
mentati (Mazzette et al., 1995; Mangia
etal., 2006). Le analisi microbiologiche
hanno evidenziato una importante con-
taminazione iniziale dovuta ai coliformi
totali che raggiungono durante la ma-
turazione valori ragguardevoli dovuti
probabilmente a valori favorevoli di pH
edia_ nel prodotto. Inoltre la presenza
di Escherichia coli nel prodotto rappre-
senta un indice di scarsa igiene nella
preparazione della materia prima e del
processo produttivo che, pertanto, ne-
cessita di azioni correttive e di controllo.
La costante presenza di SCP é proba-
bilmente dovuta a una considerevole
manualita durante il processo e ad un
ambiente favorevole alla loro moltiplica-
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SALUMI

Gruppi microbici

Campioni CMT  Coliformi E. coli SCP  Clostridi s.r. Salmonella Listeria

ufclg mpn/g  mpn/g ufclg mpn/g in 25g in 25g
Cc™M 7.40E+03 43 43 3.80E+02 <3 assente  assente
CMC 1,38E+04 1100 75 4,50E+02 <3 assente  assente
Slg 4,10E404 240 43  1,00E+04 <3 assente  assente
S3gg 2,33E+08 210 43  6,20E+03 <3 assente  assente
S5gg 1,75E+09  >2.400 >2.400 5,00E+04 <3 assente  assente
S7gg 6,46E+09  >2.400 >2.400 2,40E+03 <3 assente  assente
S12gg 2,ITE+10  >2.400 >2.400 |,70E+02 <3 assente  assente
S16gg I.I9E+10 1.100 240 7.20E+01 <3 assente  assente
S2lgg 7.13E+09 240 93  2,30E+0! <3 assente  assente
CMT = conta microbica totale; SCP = stafilococchi coagulasi positivi; CM = carne macinata;
CMC = carne macinata dopo la concia; S = salsiccia.

zione. Nonostante alcune criticita ine-
renti le condizioni igienico-sanitarie del
prodotto siano evidenti, in nessun cam-
pione sono stati ritrovati batteri ascrivi-
bili al genere Salmonella, in accordo alla
normativa vigente. Anche Listeria spp.
e risultata assente nonostante la specie
L. monocytogenes sia frequentemente
isolata dalla carne e derivati (Del Zotto
et al., 2004). La presenza di clostridi
solfito riduttori non & stata rilevata in
nessun campione.

Gruppi microbici

Campioni B. lattici Microstafiloc. Lieviti pH
ufclg ufclg ufclg

c™M 1,00E+03 3,44E+03 7,80E+02 5,82
CMC 4,00E+03 4,40E+03 1,58E+03 5,73
Slg 3.60E+02 7,00E+03 7.40E+02 5.78
S3gg 3,00E+04 2,27E+04 1,06E+04 5,69
S5¢gg I.17E+09 7,33E+03 4,6TE+01 5,62
S7gg 1,68E+09 1,83E+04 6.27E+02 5.29
Sli2gg 2,41E+10 4,1TE4+05 7.48E+04 5.12
Sl6gg I,I9E+10 2,33E+05 1,36E+04 5,07
S2lgg 1,03E+10 4,60E+05 5,67E+04 5,03
CMT = conta microbica totale; SCP = stafilococchi coagulasi positivi; CM = carne macinata:
CMC = carne macinata dopo la concia; S = salsiccia.

| microstafilococchi, gia presenti nel-
la carne macinata, si sono sviluppati
lentamente nelle salsicce con valori di
73-10° € 4,6-10° ufc/g a 5 e 21 giorni
di maturazione (tab. 2). Questo gruppo
microbico svolge alcune importanti fun-
zioni tra cui il rapido consumo dell'os-
sigeno presente nell'impasto, favorendo
la creazione di un ambiente anaerobico;
riduce i nitrati a nitriti; € coinvolto nel-
I'attivita lipolitica e nella liberazione di
acidi grassi (Cantoni et al., 1966) che

vengono idrolizzati in chetoni, aldeidi
ed acidi grassi volatili. composti che ca-
ratterizzano I'aroma del prodotto.

| batteri lattici. caratterizzati da una
crescita lenta durante i primi giorni
di maturazione, raggiungono a par-
tire dal quinto giorno valori superiori
al miliardo di ufc/g (tab. 2). La loro
significativa presenza e da ritener-
si certamente importante in quanto
garantisce la sicurezza del prodotto
attraverso |'abbassamento del pH e la
produzione di sostanze antimicrobiche
di varia natura (batteriocine). | lieviti
sono risultati sempre presenti durante
tutta la stagionatura.
Complessivamente sono stati isolati
58 ceppi microbici che sulla base delle
caratteristiche morfologiche, fisiologi-
che e biochimiche sono risultati ap-
partenere alle seguenti specie e generi:
Lactobacillus curvatus, L. plantarum,
Staphylococcus xylosus. Kokuria va-
rians, Micrococcus spp., Debaryomyces
hansenii e Candida famata. Nella tab.
3 viene riportato il quadro generale
delle specie isolate e la loro evoluzione
nel corso della maturazione. Il Lacto-
bacillus curvatus e la specie predomi-
nante nell'impasto e nei primi giorni
di maturazione e, presumibilmente, e
il maggior responsabile assieme al L.
plantarum del processo fermentativo.
Il L. plantarum e il batterio lattico piu
rappresentato nei salumi in cui la cui
fermentazione e affidata alla microflora
naturale (Zambonelliet al.. 1992; Man-
gia et al., 2006). Complessivamente la
variabilita delle specie lattiche isolate e
risultata bassa rispetto a quanto osser-
vato da altri autori (Greco et al., 2005).
Cio & dovuto, probabilmente, ad alcune
specifiche tecnologiche impiegate nella
produzione artigianale della Salsiccia
sarda quali I'affumicatura naturale, il
taglio della carne a cubetti e |'impie-
go di basse temperature (10°-13°C)
durante la stagionatura. Questi fattori
tecnologici possono in qualche modo
aver inibito o rallentato lo sviluppo di
alcune specie microbiche che sono state
invece isolate da altri autori in prodotti
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simili (Garcia Fontan et al., 2007). Il ge-
nere Micrococcus e stato ritrovato solo
nei primi giorni di stagionatura. Cio e
probabilmente dovuto al fatto che, es-
sendo microrganismi aerobi stretti, mal
tollerano I'esaurimento di ossigeno che
progressivamente si verifica durante
la stagionatura. Durante questa fase i
micrococchi vengono sostituiti dagli
stafilococchi che predominano nel-
la fase finale della stagionatura (tab.
3). La specie piu presente e risultata
lo Staphylococcus xylosus e cid con-
ferma quanto osservato da altri autori
(Mazzette et al., 1995; Coppola et al.,
1997; Aymerich et al., 2003). La specie
Kokuria varians € stata ritrovata solo nei
campioni esaminati a |2 giorni. Tra i lie-
viti il Debaryomyces hansenii e stata la
specie maggiormente ritrovata probabil-
mente perché pit alotollerante rispetto
ad altri lieviti (Zambonelliet al., 1992).
Debaryomyces hansenii e una specie
ricorrente sia nei salami crudi, sia negli
insaccati in genere (Dalton et al., 1984)
tanto da essere definito come il tipico
lievito dei salumi (Entel et al., 1961). |
lieviti per le loro caratteristiche fisiolo-
giche sono pit numerosi nelle parti pit
esterne del prodotto ed inoltre posso-
no contribuire in maniera sostanziale
al miglioramento delle caratteristiche
sensoriali degli insaccati.

CONCLUSIONI

| risultati ottenuti nel presente lavoro
mettono in evidenza la necessita di
maggiori controlli durante il processo
produttivo della Salsiccia sarda al fine
di assicurare o garantire un migliore
standard igienico del prodotto. Il lento
sviluppo iniziale dei batteri lattici evi-
denzia inoltre la necessita di aggiunge-
re una fonte fermentiscibile all'impasto
(glucosio o lattosio) allo scopo di favo-
rirne lo sviluppo e |'attivita fermentativa
controllando in questo modo potenziali
patogeni e germi indesiderati.

Questo lavoro ha consentito di appro-

Tempo di maturazione

Specie isolate c™
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Lactobacillus curvatus
Lactobacillus plantarum
Staphylococcus xylosus
Staphylococeus spp.
Mierococeus spp.
Kokuria varians
Debaryomyces hansenii
Candida famata
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CM = carne macinata; S = salsiccia.

fondire gli studi sui microrganismi au-
toctoni della Salsiccia sarda artigianale.
La conoscenza dell’ecologia microbica
associata al prodotto tradizionale costi-
tuisce una importante base di partenza
per la messa a punto di starter autoctoni
da impiegare nelle produzioni industriali
e semi-industriali. L'utilizzo di tali col-
ture consentirebbe una miglior gestione
del processo garantendo adeguati stan-
dard qualitativi di un prodotto tradizio-
nale come la Salsiccia sarda.

Relazione presentata al Workshop “Individuazione di
Parametri di Qualita in prodotti carnei regionali italiani”
- 22 settembre 2006 - Ancona - Facolta di Agraria - Uni:

versita Politecnica delle Marche
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