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INTRODUCTION

The r i p e n i n g  p r o c e s s  o f  s a u s a g e s  l i a s  s t i l l  many u n k n o w n  a s p e c t s  

with.  r e g a r d s  t o  t h e  d e t a i l e d  k n o w l e d g e  o f  t h e  c o n t r o l l i n g  p h a e =  

n°m ena . Many i n v e s t i g a t i o n s  c a r r i e d  o u t  h a v e  s h o w n  t h a t  i n  r o w  

^ U s a g e s  v a r i o u s  s p e c i e s  o f  b o t h  " b a c t e r i a  a n d  y e a s t s  c a n  "be f o u n d  

l i h i i v a a r a ,  G i a n e l l i ,  Z a n z u c c h i  e  D e l i n d a t i ,  G i o l i t t i ,  h a v e  

i h o u r o u g h l y  r e w i e v e d  t h e  r i l e v a n t  l i t e r a t u r e  a l s o  w i t h  r e f e r e n =  

Ces t o  t h e  m i c r o o r g a n i s m s  p r o d u c i n g  t h e  f l a v o u r ;  r e a d e r s  a r e  r e =  

■Tarred t o  t h e  p a p e r s  o f  t h e s e  A u t h o r s  f o r  t h e  " b i b l i o g r a p h y .  

l1; s h o u l d  b e  r e c a l l e d  t h a t  r e c e n t l y  C a t e  ( b )  h a s  n o t e d  t h e  im=  

T ^ t a n c e  o f  S t r e p t o c o c c i  D i n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  t h e  f l a v o u r  a n d  

R e c o n f i r m s  t h e  r a p i d  d i s a p p e a r e n c e  o f  g r a m - n e g a t i v e  r o d s  w i t h  

s u r v i v a l  o f  S t r e p t o c o c c i  D u p  t o  t h e  1 6 t h  -  1 8 t h  d a y .  The l a c t o — 

l a c i i i i  o n  t h e  o t h e r  h a n d  r e m a i n  d u r i n g  t h e  w h o l e  o f  t h e  r i p e =  

^Ihg p e r i o d  a t  a  m o r e  o r  l e s s  c o n s t a n t  l e v e l  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  

^ k i m u m  v a l u e  w h i c h  i s  r e a c h e d  a t  a b o u t  t h e  4 t h  d a y .

c o n c l u s i o n  many m i c r o o r g a n i s m s  b e l o n g i n g  t o  t h e  m o s t  v a r i i n g  

’̂ P s c i e s  ■ptejr s em  t o  p l a y  a  r o l e  i n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  f l a v o u r ,

^ht ü  niay b e  c o n s i d e r e d  t h a t  t h e  C o c c i  a n d  L a c t o b a c i l l i  h a v e  a  

d o m i n a n t  im p o r t a n c e .

^ e n  t h o u g h  t h e  e v o l u t i o n  o f  t h e  m i c r o b i a l  f l o r a  i n  s a u s a g e s  i s  

f 9 - i r i y  c l e a r  a n d  h a s  f a i r l y  c o n c o r d a n t  f i n d i n g s ,  t h e  r e g u l a t i o n  

t h i s  e q u i l i b r i u m  a n d  t h e  p r o d u n t i o n  o f  f l s v o u r  i s  s t i l l  n o t  

'/el l  k n o w n .  W i t h  r e g a r d s  t o  t h e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  m i c r o o r =  

S^his iag  i n  c r u d e  s a u s a g e s  i t  s h o u l d  b e  r e c a l l e d  t h a t  t h e  p r o d u c =

¿jjgn  m e t h o d s  a r e  d i f f e r e n t  i n  d i f f e r e n t  c o u n t r i e s .  Some m e t h o d s  

( s m o k i n g ,  a d d i t i o n  o f  n i t r a t e s ,  n i t r i t e s  o r  a  m i x t u r e  o f  t h e s e )  

h a v e  a  n o t i c e a b l e  i n f l u e n c e  o n  t h e  m i c r o b i a l  f l o r a  ( e . g .  i n  

smoked s a u s a g e s  g ra m —n e g a t i v e  b a c t e r i a  d i s a p p e a r  r a p i d l y  w i t h i n  

d a y s  ( C a t e ,  a )  w h e r e a s  i n  I t a l i a n  s a l a m i  w i t h  n i t r a t e s  a n d  

110 s m o k i n g  p r o c e d u r e  t h e y  s u r v i v e  s i x t e e n  t o  e i g h t e e n  d a y s



%

( C r i a n e l l i ) .  A c c o r d i n g  t o  som e  A u t h o r s  ( B u t t i a u x )  t h e  p r o d u c t i o n
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° f  l a c t i c  a c i d  f r o m  c a r b o h y d r a t e s  e l e c t i v e l j  " ^ 3 I a c t o b a â ; i l =

" t r a n s f o r m a t i o n  o f  g l i c i d e s ,  l i p i d s  a n d  p r o t i d s  o f  t h e  s a u s a g e  t o  

"be r e s p o n s i b l e .  L a t e r  C a t e ( c )  a t t r i b u t e d  t h e  f l a v o u r  t o  a n  i n c r e =  

a s e  o f  f a t t y  a c i d s  w h i c h  h e  c o n s i d e r e d  due t o  a  l i p o l y t i c  a c t i o n  

° f  t h e  i n i t i a l  f l o r a  o f  t h e  s a u s a g e  a n d  i n  p a r t i c u l a r  t o  P s e u d o =  

F i o n a s . A c h r o m o b a c t e r , A l c a l i g e n e s . A t  a b o u t  t h e  sam e t i m e  o n e  o f  

u s  ( G - i o l i t t i )  h a d  a d v a n c e d  a  s i m i l a r  h y p o t h e s i s .

S i n c e  t h e  p r o d u c t i o n  o f  f l a v o u r  i s  a  p h e n o m e n o n  o f  g r e a t  i n t e r e s t  

c o n c e r n i n g  w h i c h  t h e  d a t a  i s  v e r y  i m p r e c i s e ,  we h a v e  t h o u g h t  i t  

o p p o r t u n e  t o  r e e x a m i n e  t h e  p r o b l e m .

METHODS

S a u s a g e s  M i l a n o  t y p e  e s p e c i a l l y  p r e p a r e d  w e r e  u s e d ,  c o n t a i n i n g
4

p o r k  a n d  b o v i n e  m e a t ,  3 ,5%  s a l t ,  0 , 0 2 5 %  NaNO^, 20% t o t a l  f a t s  

w h e n  p r e p a r e d .

Prom t h e  m oment  o f  p r e p a r a t i o n  u p  t o  t h e  6 0 t h  d a y  o f  r i p e n i n g  

t h e  f o l l o w i n g  m i c r o b i o l o g i c a l  a n d  c h e m i c a l  e x a m i n a t i o n s  w e r e  c a r =  

r i e d  o u t :

a )  M i c r o b i o l o g i c a l  i n v e s t i g a t i o n s :  r e p r e s e n t a t i v e  s a m p l e s  o f  

s a u s a g e  ( 2 0  gm) i n c l u d i n g  b o t h  t h e  s u r f a c e  b e n e a t h  t h e  s k i n  a n d  

t h e  c e n t e r  w e r e  t a k e n  a s e p t i c a l l y  a f t e r  h a v i n g  s e p a r a t e d  t h e  

s k i n  w i t h  s t e r i l e  f o r c e p s .  S a m p l e s  w e r e  o m o g e n i z e d  i n  a  m i x e r  

w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r  i n  t h e  p r o p o r t i o n  1 : 5 .  S u c c e s s i v e  d e c i m a l  

d i l u t i o n  w e r e  made i n  s a l t  t r y p t o n e  s o l u t i o n  ( N a G l  8 gm ,  T r y p =  

t o n e  1 gm, d i s t i l l e d  w a t e r  1 , 0 0 0  m l ) .  T o t a l  c o u n t s  w e r e  made o n  

t r y p t o s e  a g a r ,  L a c t o b a c i l l i  w e r e  c o u n t e d  o n  R o g o s a , M i t c h e l l  a n d  

W is e m a n  m e d i u m ,  l i p o l y t i c  m i c r o o r g a n i s m s  o n  R a t h  m e d iu m  a n d  m i=  

c r o o r g a n i s m s  c a p a b l e  o f  g r o w i n g  o n  n a t i v e  p r o t e i n s  o f  p o r k  a n d  

b o v i n e  m e a t  o n  t h e  m e d iu m  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  b y  o n e  o f  u s  ( 

G i o l i t t i ) .

l i .

W ith  r e g a r d s  t o  t h e  p r o d u c t i o n  o f  f l a v o u r  C o r e t t i  c o n s i d e r e d  t h e
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C o u n t s  w e r e  made a f t e r  7 2  h o u r s  i n c u b a t i o n  a t  3 0 ° C .  ( f o r  t h e  

l i p o l y t i c  o r g a n i s m s  f o r  f u r t h e r  7 2  h o u r s  a f t e r  t h e  a d d i t i o n  o f  

f a t  w i t h  V i c t o r i a  b l u e  t o  i n d i c a t e  t h e  l i b e r a t i o n  o f  f a t t y  a c i d s )  

b u r n e r ' s  m e d iu m  w a s  a l s o  u s e d  b u t  i t  g a v e  p o o r  r e s u l t s  i n s o f a r  

"that N i l e  b l u e  e x e r t s  a n  i n h i b i t o r y  E f f e c t  o n  t h e  m o l t i p l i c a t i o n  

° f  t h e  m i c r o b e s .

1 )  C h e m i c a l  i n v e s t i g a t i o n s :  i n  t h i s  f i r s t  s t a g e  o f  o u r  r e s e a r c h e s  

Ne h a v e  d e t e r m i n e d  o n l y  t h e  m o i s t u r e  c o n t e n t ,  pH, E h ,  t o t a l  f a t s  

^ d  f r e e  f a t t y  a c i d s .  The t o t a l  f a t s  h a v e  b e e n  d e t e r m i n e d  a c c o r =  

l i n g  t o  t h e  m e t h o d  o f  O s t r a n d e r  a n d  D u g a n ,  i n  a n  a t m o s p h e r e  o f  

n i t r o g e n .  The f r e e  f a t t y  a c i d s  w e r e  e s t i m a t e d  ( f r o m  a n  a l i q u o t  o f  

f i l e  c h l o r o f o r m  e x t r a c t ,  f r e e d  f r o m  c h l o r o f o r m  b y  c a r e f u l  d i s t i l =  

l a - t i o n  o f  t h e  s o l v e n t  a t  l o w  t e m p e r a t u r e  a n d  u n d e r  r e d u c e d  p r e s =  

s u r e ,  t h e  r e s i d u a l  b e e i n g  d e s o l v e d  i n  p e t r o l  e t h e r  b o i l i n g  p o i n t  

4 0 °  _  7 0 ° )  a t  t h e  sam e  t i m e  w i t h  e i t h e r  p o t e n t i o m e t r i c  m e t h o d  

(ASTM D 6 6 4 - 5 8 )  o r  w i t h  a  t i t r a t i o n  w i t h  s o d i u m  e t h i l a t e  0 . 0 5 N  

( l *  A s s .  O f f .  A g r i c .  Chem 1 9 2 7 ,  _10, 5 0 ,  4 1 1 ) .  pH w a s  m e a s u r e d  

^ i t h  a  c o m b i n e d  c a l o m e l  a n d  g l a s s  e l e c t r o d e ,  t h e  Eh w i t h  a  c o m b i =  

n e d  c a l o m e n  a n d  p l a t i n u m  e l e c t r o d e  w i t h  s a t u r a t e d  K c l  a c c o r d i n g  

t o  f i l e  m e t h o d  i n d i c a t e d  b y  o n e  o f  u s  ( G i o l i t t i ,  b ) , u s i n g  theJB 

PH -  R e d - o x  m e t e r  " A n a l y t i c a l  M e a s u r m e n t s ".

RESULTS

H e s u i t s  a r e  g i v e n  i n  t h e  f o l l o w i n g  t a b l e s
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DISCUSSION

t h e  r e s u l t s  g i v e n  i n  t h e  t a b l e s  i t  s e e m s  p o s s i b l e  t o  draw  

SOme c o n c l u s i o n s  r e g a r d i n g  som e o f  t h e  p h en o m en a  w h ic h  o c c u s  i n

8aU sages.

f i r s t l y  t h e  p r o g r e s s i v e  r e g u l a r  i n c r e a s e  o f  f r e e  f a t t y  a c i d s  

shou la . b e  n o t e d ;  t h i s  f a c t  w a s  p r e v i o u s l y  o b s e r v e d  b y  C a te  ( c )  

aild w as c o n s i d e r e d  b y  him. t o  b e  r e l a t e d  t o  l i p o l y s i s  d u e t o  t h e  

■ ^ i t i a i  f l o r a  p r e s e n t  i n  s a u s a g e s :  fr o m  o u r  r e s u l t s  i t  s e e m s  

ev id e n t  t h a t  l i p o l y s i s  o c c u r s  d u r in g  t h e  w h o le  r i p e n i n g  p r o c e s s  

i t  i s  d u e t o  a  f l o r a  w h ic h  n o t i c e a b l y  i n c r e a s e s  u p  t o  t h e  

d a y . I s o l a t e s  t a k e n  a t  v a r i o u s  p e r i o d s  h a v e  sh o w n  t h a t  t h e  

l i p o l y t i c  m ic r o o r g a n is m s  a r e  i n i t i a l l y  b o t h  g r a m - n e g a t i v e  a n d  

§ram -p0 3 i t i v e , b u t  t h e  f o r m e r  d i s a p p e a r  w i t h i n  t h e  f i r s t  f o u r  

days ° f  r i p e n i n g .
Jv

e g r a m - p o s i t i v e  l i p o l y t i c  f l o r a  r e m a in s  a n d  i s  p r e v a l e n t l y  r e =  

R e s e n t e d  b y  C o c c a c e a e . T h e r e  e x i s t  a  c l o s e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n

E s s e n c e  o f  f r e e  f a t t y  a c i d s  a n d  t h e  n u m b er  o f  l i p o l y t y c  b a c t e =
* i a ,

Jv.
e p r o d u c t i o n  o f  f a t t y  a c i d s  ( a n d  o f  d e r i v a t e s  w i t h  a  c l e a r l y

A p p r e c ia b le  f l a v o u r )  d o e s  n o t  s e e m  h o w e v e r  t o  b e  d u e t o  a  l i p a s e

A ^ io n  p r o d u c e d  b y  t h e  i n i t i a l  f l o r a ,  b u t  r a t h e r  t o  a  l i p a s e  p r o =

^Pced b y  c o c c i  w h ic h  a c t i v e l y  m u l t i p l y  d u r in g  a t  l e a s t  h a l f  o f  
t h

e r i p e n i n g  p r o c e s s  a n d  w h ic h  s u b s e q u e n t l y  m a m ta in  a  c o n s t a n t

A111! e l e v a t e d  n u m e r i c a l  l e v e l .
I t

can  b e  c o n s i d r e r e d  t h a t  l i b e r a t i o n  o f  f a t t y  a c i d s  a n d  o f  t h e i r
”L

P ea k -d o w n  p r o d u c t s  h a s  a  d e t e r m i n i n g  e f f e c t  o n  t h e  b e h a v i o u r  o f
tb

6 E i i e r o b i a l  f l o r a  d u r in g  r i p e n i n g  a n d  m ay c o n t r i b u t e  t o  t h e  

^ ^ e r s t a n d i n g  o f  som e p h en o m en a  o f  r i p e n i n g .

^ A t  g r a m - n e g a t i v e  r o d s  d i s a p p e a r  d u r in g  t h e  e a r l y  p e r i o d s  o f  

o p e n i n g  ( f r o m  tw o  t o  s i x t e e n  d a y s )  i s  c o n f i r m e d  b y  m any r e s e a r =  

Ĝ o s .  W ith  r e g a r d s  t o  t h e  a c t i o n  o f  f a t t y  a c i d s  o n  g r a m - n e g a t i v e
"t'V»

° u gh  s u c h  a c t i o n  i s  n o t  c o m p l e t e l i  u n d e r s t o o d ,  a n  i n h i b i t o r y

X
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a ° t i o n  on  H e i s s e r i a c e a e , E n t e r o b a c t e r i a c e a e  a n d  P a r v o b a c t e r i a =

Ceaesro h a s  b e e n  sh o w n  (W a lk e r ,  l e y  a n d  M u e l l e r ,  S p e c t o r ,  P o l l o c k )

and m° u e o v e r  D e r v i c h i a n  e t  M o u s s e t  h a v e  a l s o  sh o w n  t h a t  t h e  pH

° f  t h e  m ed iu m  ( a s  i n  t h e  c a s e  o f  s a u s a g e s )  i n f l u e n c e  t h e  e f f e c t

f a t t y  a c i d s  i n  t h a t  t h e  a c t i o n  o n  g r a m - n e g a t i v e  t a k e  p la =

Ce a  l o w e r  pH t h a n  f o r  g r a m - p o s i t i v e .  I t  s h o u l d  h e  n o t e d  t h a t

d i s a p p e a r e n c e  o f  g r a m - n e g a t i v e  r o d s  c o i n c i d e s  -  a t  l e a s t

r e g a r d s  t o  t h e  I t a l i a n  s a u s a g e s  unsmoEked -  w i t h  a  c e r t a i n

a c e n t r a t i o n  o f  f r e e  f a t t y  a c i d s  a n d  "breakdow n p r o d u c t s  o f  t h e =  
s e ,

°n "the o t h e r  h a n d  i t  h a s  b e e n  t h o r o u g h l y  d e m o n s t a r a t e d  ( W i l l i a m s  

» K i t a y  a n d  S n e l l ,  H u t c h in g s  a n d  B o g g ia n o ,  W i t h e h i l l  e t  A l .  

s s i n e n  e t  A l . )  t h a t  f a t t y  a c i d s  a r e  g r o w t h  f a c t o r s  f o r  v a r i o u s  

c " t o h a c t e r ia c e a e  a n d  o t h e r  m ic r o o r g a n i s m s ;  o u r  r e s u l t s  h a v e  

0,/ii a  f a i r l y  e v i d e n t  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  c o n c e n t r a t i o n  i n c r e =  

e s o f  f r e e  f a t t y  a c i d s  a n d  t h e  g r o w th  c u r v e  o f  L a c t o b a c i l l i .

3:6o v e r  i t  s h o u l d  b e  r e c a l l e d  t h a t  m any i n v e s t i g a t i o n s  h a v e  

^  f a t t y  a c i d s  t o  b e  im p o r t a n t  a s  s u b s t i t u t e s ■o f  b i o t i n  f o r  

M u l t i p l i c a t i o n  o f  L a c t o b a c i l l i  ( S k e g g s  a n d  W r ig h t ,  K r e h l  e t  

* ’ W i l l i a m s  a n d  P i e g e r ,  A x e l r o d  e t  A l . ) .

M t h e s e  f i r s t  r e s e a r c h e s  w e c o n s i d e r  t h a t  f r e e  f a t t y  g c i d s  

^ som e o f  t h e  b r e a k d o w n  p r o d u c t s  o f  th e m  h a v e  a  c o n s i d e r a b l e  

e n c e  b o t h  on  t h e  b e h a v i o u r  o f  t h e  m i c r o b i a l  f l o r a  i n  s a u s a =  

^ d  o n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  f l a v o u r .
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