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Abstract

BURDYCHOVÁ, R, HOFERKOVÁ, P.: Monitoring of probiotic bacterial cells Lactobacillus casei in dry ferment-
ed sausages. Acta univ. agric. et silvic. Mendel. Brun., 2008, LVI, No. 2, pp. 39–44

Combination of microbiology cultivation methods and methods of molecular biology is the best way 
how to achieve correct qualitative and quantitative probiotic analysis. The aim of this study was mo ni-
to ring of amounts of diff erent starter bacteria supplemented with probiotic bacterial cells Lactobacil-
lus casei (Chr. Hansen) during fermentation and ripening of fermented sausages. Two starter cultures, 
one consisted of Pediococcus pentosaceus and Staphylococcus xylosus, the second of Pediococcus pentosaceus 
and Staphylococcus carnosus, were used for the production of sausages. As a detection method of starter 
and probiotic cell counts, the cultivation on MRS –IM – sorbitol agar was used. Furthermore, the con-
fi rmation of L. casei was carried out using species specifi c PCR. The counts of probiotic L. casei in both 
probiotic sausages were 106/g and stayed at this level during the whole ripening period (100 days). 
The counts of starter bacteria were 107/g a
 er the 7 days of fermentation and stayed at this level dur-
ing the whole fermentation period. PCR from one bacterial colony confi rmed the identity of L. casei in 
80% of analysed colonies.

fermented sausages, starter cultures, probiotic, Lactobacillus casei, MRS –IM – sorbitol agar

Surovinou pro výrobu fermentovaných salámů 
je hovězí maso, vepřové maso a tuk. Chlazené nebo 
zmrazené suroviny se míchají s kořením, cukry, as-
korbáty, směsi soli a dusičnanu a startovacími kul-
turami a kutrují se na požadovanou zrnitost (BUC-
KENHÜSKES, 1993). Dílo se naráží do střev, zaudí 
studeným či horkým kouřem a zraje ve zracích ko-
morách při požadované teplotě a vlhkosti vzduchu. 

Startovací kultury jsou většinou směsí bakte-
rií mléčného kvašení (Lactobacillus, Pediococcus), ka-
taláza pozitivních koků (Staphylococcus, Micrococcus), 
kvasinek (Debaryomyces) či plísní (Penicillium). Pou-
žití startovacích kultur je jedním ze způsobů op-
timalizace výroby a zaručení kvality výrobků, ze-
jména zdravotní nezávadnosti a senzorické jakosti 
(LÜCKE, 2000). 

Současným trendem je používat při výrobě fer-
mentovaných potravin spolu se startovacími mik-
roorganismy probiotické bakterie. Probiotika jsou 

defi nována jako živé mikroorganismy přítomné 
v potravině, které po požití v určitém množství pří-
znivě ovlivňují složení a rovnováhu střevní mikro-
fl óry a tak i zdraví člověka. Výběr vhodných probio-
tických kultur pro výrobu fermentovaných výrobků 
závisí i na jejich schopnosti vytvořit příznivé orga-
noleptické vlastnosti (tj. chuť, vůni apod.) potraviny 
(FULLER, 1997). Jako probiotické kultury jsou nej-
častěji používány kmeny z rodů Bifi dobacterium, Ente-
rococcus a Lactobacillus, ojediněle i z rodů Streptococcus 
a Propionibacterium (TANNOCK, 2002). Probiotické 
bakterie jsou v potravinách přítomny ve formě ži-
votaschopných buněk, kterých je k dosažení pozi-
tivního účinku na trávicí systém člověka potřeba 
každodenně přijmout dostatečné množství. Za tzv. 
terapeutické minimum je doporučována denní kon-
zumace alespoň 100 g potraviny s minimálním obsa-
hem 1 milion probiotických bakterií v 1 g nebo 1 ml 
(SHAH, 2000). Probiotika se obvykle ve fermento-
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vaných výrobcích vlivem podmínek okolního pro-
středí pouze minimálně pomnožují (THARMARAJ 
a SHAH, 2003) a musí se přidat dostatečný počet ži-
vých buněk přímo do díla tak, aby byl po celou dobu 
trvanlivosti výrobku zaručen požadovaný počet ži-
vých buněk v 1 g výrobku. 

Selektivní stanovení životaschopných probiotic-
kých bakterií ve fermentovaných salámech je dosti 
obtížné, protože je komplikováno přítomností star-
tovacích kultur a další doprovodnou mikrofl órou 
pocházející ze surovin. Při detekci je potřebné brát 
v úvahu druh použitého probiotického mikroorga-
nismu a k selektivní identifi kaci využít jeho specifi c-
kých vlastností. Cílem této práce bylo sledování po-
čtu startovacích mikroorganismů a probiotických 
bakterií Lactobacillus casei v tradičním českém fer-
mentovaném salámu, a to od prvního dne výroby po 
celou dobu trvanlivosti. Pro selektivní detekci L. ca-
sei byl testován MRS – IM – sorbitol agar, který byl 
dánskou fi rmou Chr. Hansen vyvinut pro stanovení 
L. casei 431 ve fermentovaných salámech.

MATERIÁL A METODY

PROBIOTICKÉ BAKTERIE

Probiotické buňky kmene Lactobacillus casei 431 
byly získány přímo od výrobce kultur (Chr. Hansen, 
Dánsko). Bakteriální buňky byly kultivovány anae-
robně na MRS agaru (Noack, Francie) při 30 °C po 
dobu 72 hodin. Kultura byla použita jako pozitivní 
kontrola pro růst na selektivním MRS-IM-sorbitol 
agaru. DNA izolovaná z těchto bakterií byla použita 
jako pozitivní kontrola pro PCR.

STARTOVACÍ KULTURY

Startovací kultury byly dodány výrobcem star-
tovacích kultur (Chr. Hansen, Dánsko) v lyofi lizo-
vaném stavu. První kultura obsahovala bakteriální 
druhy Staphylococcus xylosus a Pediococcus pentosaceus, 
druhá bakteriální druhy Staphylococcus carnosus a Pe-
diococcus pentosaceus. 

VÝROBA FERMENTOVANÝCH SALÁMŮ

Dílo pro výrobu fermentovaných salámů bylo při-
praveno smícháním 20 % hovězího, 80 % vepřového 
masa a sádla, 4 % kuchyňské soli, 6,6 % dextrosy, 2,4 % 
dusitanové solicí směsi, 0,65 % E316, 8,8 % směsi ko-
ření (pepř černý mletý, hřebíček mletý, glutaman, 
česnek granulovaný, hořčičná mouka), 0,25 % star-
tovací kultury (směs Staphylococcus xylosus a Pediococ-
cus pentosaceus v prvním případě a směs Staphylococcus 
carnosus a Pediococcus pentosaceus ve druhém případě) 
a 0,25 % probiotické kultury. U kontrolních výrob 
nebyly použity probiotické mikroorganismy. Zamí-
chané dílo bylo naraženo do naturinových střev, které 
byly vloženy do forem a klimatizovány na 26–27 °C 
5 hodin. V dalším kroku byly salámy vyjmuty z fo-
rem, omyty a zauzeny v udírně při 26–24 °C po dobu 
šesti dnů a poté dány do zrací komory k dosoušení 

při 11–13 °C (relativní vlhkost vzduchu 75 %) po 
dobu 4–5 týdnů. 

IZOLACE DNA A DRUHOVÁ IDENTIFIKACE 
LACTOBACILLUS CASEI POMOCÍ PCR

Izolace DNA z bakteriálních buněk L. casei 431, její 
purifi kace a způsob stanovení koncentrace a čistoty 
byly provedeny dle SAMBROOKA a kol. (2001) a AU-
SUBELA a kol. (1994). Pro identifi kaci druhu L. ca-
sei byla použita druhově specifi cká PCR, popsaná 
MASSIM a kol. (2004). PCR byla provedena v celko-
vém objemu 25 μl a obsahovala 10 ng purifi kované 
DNA, 10 pmol primeru Cas–ITS.L a CasII, 1 U Hot-
Star Taq DNA polymerázy a příslušné množství Hot-
Star Master Mixu (Qiagen, Hilden, Německo). Tem-
plátové DNA byly nejprve denaturovány inkubací 
při 95 °C 15 min. DNA byla amplifi kována ve 30 cyk-
lech (denaturace při 95 °C/45 s, hybridizace primerů 
při 55 °C/45 s a syntéza komplementárního DNA 
řetězce při 72 °C/75 s). V posledním amplifi kačním 
cyklu byla teplota 72 °C prodloužena na 10 min., a to 
pro kompletní dosyntetizování fi nálního PCR pro-
duktu. Jako negativní kontrola PCR byly použity 
komponenty PCR bez DNA. PCR produkty o veli-
kosti 118 bp byly detekovány pomocí agarosové ge-
lové elektroforézy na přístroji Easy, model B1 (Owl 
Scientifi c, USA) a vizualizovány na UV translumi-
nátoru (EB-20E Ultralum, USA) po nabarvení ethi-
dium bromidem (0,5 μg/ml). Dokumentace byla pro-
vedena pomocí fotodokumentačního systému Gel 
Imager(TM) Ultra-Lum, Inc., USA. V případě konfi r-
mace narostlých kolonií na MRS-IM-sorbitol agaru 
byla do PCR použita jedna bakteriální kolonie.

PŘÍPRAVA DIFERENCIAČNÍHO MÉDIA

MRS – IM – sorbitol (1000 ml) byl připraven 
smícháním následujících komponent: 10,0 g tryp-
tonu (Merck, Německo), 5,0 g kvasničného extraktu 
( Noack, Francie), 1,0 g Tweenu 80 (Sigma-Aldrich, 
Německo), 2,6 g K2HPO4 (Pliva-Lachema, ČR), 5,0 g 
octanu sodného (Merck, Německo), 2,0 g hydro-
gencitrátu diamonného (Merck, Německo), 0,2 g 
MgSO4 . 7 H2O (Merck, Německo), 0,05 g MnSO4 . 
H2O (Pliva-Lachema, ČR), 20,0 g sorbitolu (Merck, 
Německo), 0,5 g bromkresolové modři (Merck, Ně-
mecko) a 13,0 g agaru (Noack, Francie). 

MIKROBIOLOGICKÝ ROZBOR 
FERMENTOVANÝCH SALÁMŮ A VÝBĚR KOLONIÍ 

PRO PCR KONFIRMACI L. CASEI

Výrobky byly analyzovány v den výroby a 3, 6, 15, 
30 a 100 dnů po výrobě. Příprava vzorků pro analýzu 
a příslušná ředění byla provedena dle ČSN EN ISO 
8261. Pro kultivaci startovacích mikroorganismů 
a L. casei byla použita selektivní živná půda MRS-
IM-sorbitol. Ředění byl volen tak, aby výsledný po-
čet KTJ na jedné plotně byl 15 až 100. Petriho misky 
se vzorky byly kultivovány anaerobně při 37 °C po 
dobu 72 h. Z jednotlivých Petriho misek byl pro PCR 
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analýzu vybrán takový počet kolonií, který odpoví-
dal odmocnině z celkového počtu narostlých pre-
sumptivních kolonií L. casei (žluté kolonie). 

VÝSLEDKY A DISKUSE
Fermentované salámy byly analyzovány na kvali-

tativní a kvantitativní zastoupení startovacích a pro-
biotických mikroorganismů po celou dobu jejich 
trvanlivosti. Počet probiotických buněk Lactobacil-
lus casei a počet startovacích mikroorganismů byl 
sledován na MRS – IM – sorbitol agaru s využitím 
anaerobní kultivace při 37 °C 72 hod. Žluté kolo-
nie (120 kolonií), které byly získány po analýze fer-
mentovaných salámů na MRS – IM – sorbitol agaru, 

byly testovány na příslušnost k bakteriálnímu druhu 
L. casei pomocí druhově specifi cké PCR. Pomocí této 
metody byly selektivně stanoveny počty L. casei ve 
výrobcích s probiotickou kulturou. Počty L. casei do-
sáhly hodnoty řádově 106 KTJ/g (α = 0,05) a zůstaly 
na této hodnotě po celou dobu zrání a trvanlivosti 
výrobků. Počty probiotických buněk nebyly ovliv-
něny složením startovací kultury (Obr. 1). Počet bu-
něk startovacích kultur dosáhl hodnoty 107 (α = 0,05) 
už po 7 dnech od výroby a zůstal na této hodnotě 
po celou dobu trvanlivosti výrobku. Výsledky byly 
zpracovány na hladině významnosti α = 0,05, nárůst 
množství probiotických buněk byl prokázán jako 
statisticky nevýznamný.
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1: Počty L. casei 431 ve fermentovaných salámech v průběhu fermentace a zrání; ( ) Pediococcus pentosaceus, Staphylococ-
cus carnosus a L. casei 431, ( ) Pediococcus pentosaceus, Staphylococcus xylosus a L. casei 431

Dosud bylo popsáno pouze několik metod, které 
popisují selektivní stanovení L. casei za přítomnosti 
startovacích mikroorganimů (CHAMPAGNE et al., 
1997; RAVULA AND SHAH, 1998). Při selektivním 
stanovení L. casei je třeba brát v úvahu nejen dru-
hové složení použité startovací kultury, ale také do-
provodnou mikrofl óru analyzovaných výrobků. 
MRS – IM –sorbitol agar byl vyvinut pro selektivní 
stanovení L. casei ve fermentovaných masných vý-
robcích s použitím určitých druhů startovacích kul-
tur (CH. HANSEN, 2006). L. casei vytváří na tomto 
médiu konvexní dvou až třímilimetrové žluté kolo-
nie, které zbarvují své bezprostřední okolí do žluté 
barvy díky zkvašování sorbitolu. Ve výrobcích se ale 

mohou vyskytnout i kontaminující bakterie mléč-
ného kvašení, které podobně jako L. casei mohou 
zkvašovat sorbitol a komplikovat tak rozlišení kon-
taminujících mikroorganismů od probiotických. 

Pro jednoznačnou identifi kaci L. casei lze kromě 
kultivační metody s použitím MRS – IM – sorbitol 
agaru využít i mikroskopických metod a biochemic-
kých testů. Vhodnější je ale použití druhově speci-
fi cké PCR, která identifi kaci významně usnadňuje 
a časově zkracuje. Pro správnou identifi kaci probio-
tických buněk L. casei izolovaných z masných vý-
robků byla použita PCR. Pomocí druhově speci-
fi cké PCR byl amplifi kován PCR produkt o velikosti 
188 bp (Obr. 2), který je specifi cký pro L. casei.
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2: Agarosová gelová elektroforéza PCR produktu po amplifi -
kaci DNA L. casei. M: 100 bp ladder (New England Biolabs, 
Anglie), běh č. 1: L. casei 431 (Chr. Hansen), běh č. 2: negativ-
ní kontrola PCR

Rozbory provedené v počáteční fázi výroby a zrání 
fermentovaných salámů poskytly při PCR analýze 
žlutých kolonií L. casei téměř stoprocentní výsledky 
zařazení k tomuto bakteriálnímu druhu. V pozděj-
ších stadiích zrání výrobků však zřejmě dochází 

k pomnožení kontaminující mikrofl óry zkvašující 
sorbitol, protože bylo pomocí PCR konfi rmováno 
pouze 80 % (α = 0,05) žlutě zbarvených presump-
tivních kolonií L. casei. Výhoda konfi rmace kolo-
nií pomocí druhově specifi cké PCR tedy byla jasně 
prokázána.

U fermentovaných salámů byla dále sledována 
hodnota pH. pH výrobků pokleslo u všech fermen-
tovaných salámů na hodnotu 4,9–5,0 po dvou dnech 
od výroby a v průběhu dalších pěti dní dále klesalo 
(Obr. 3). Během fermentace zjevně nastalo pomno-
žení startovací mikrofl óry a došlo k produkci or-
ganických kyselin, což se projevilo snížením pH 
výrobků. Snížení pH hraje důležitou úlohu pro za-
jištění zdravotní nezávadnosti fermentovaných sa-
lámů a rovněž při tvorbě textury a barvy fermentova-
ných salámů (KRÖCKEL, 1995). Po sedmi dnech od 
výroby začalo pH mírně stoupat, což může být způ-
sobeno tvorbou dusíkatých látek, které vznikají en-
zymatickou aktivitou mikroorganismů působících 
na myofi brilární proteiny masa (KLEMENT a CAS-
SENS, 1974). Proteolýzou mohou vnikat i peptidy, 
aminokyseliny a amoniak, které se také podílejí na 
zvýšení pH (DEMEYER a kol., 1979; ASTIASARÁN 
a kol., 1990). Hodnota pH se u výrobků bez probiotik 
ustálila na konečné hodnotě 5,5–5,6, u salámů s pro-
biotickou kulturou na hodnotách 5,0–5,1. Nižší pH 
u výrobků s probiotikem bylo dosaženo zřejmě ak-
tivitou probiotického kmene L. casei, který může vli-
vem svých metabolitů pH výrobků snížit. Tento vliv 
na snížení pH se projevil v nežádoucím senzorickém 
profi lu salámů s probiotiky, konkrétně v deskriptoru 
kyselost (dosud nepublikované výsledky).

4,7

4,9

5,1

5,3

5,5

5,7

5,9

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 50 70 90

počet dnů zrání

pH

3: pH profi ly fermentovaných salámů bez probiotik ( ) Pediococcus pentosaceus a Staphylococcus carnosus a ( ) Pediococ-
cus pentosaceus a Staphylococcus xylosus; a fermentovaných salámů s přídavkem probiotické kultury ( ) Pediococcus pen-
tosaceus, Staphylococcus carnosus a L. casei ( ) Pediococcus pentosaceus, Staphylococcus xylosus a L. casei
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SOUHRN
Současným trendem je používat při výrobě fermentovaných salámů spolu se startovacími mikroor-
ganismy probiotické bakterie. Za tzv. terapeutické minimum je doporučována denní konzumace ale-
spoň 100 milionů probiotických bakterií. Selektivní stanovení životaschopných probiotických bak-
terií ve fermentovaných salámech je dosti obtížné, protože je komplikováno přítomností startovacích 
kultur a kontaminující i doprovodnou mikrofl órou výrobků. Při detekci je potřebné brát v úvahu po-
užitý probiotický druh a k selektivní identifi kaci využít jeho specifi ckých vlastností. 
Cílem této práce bylo využít kultivačních a molekulárně biologických metod ke sledování počtu pro-
biotických bakterií L. casei 431 (Chr. Hansen) ve fermentovaných masných výrobcích, a to od prvního 
dne výroby po celou dobu trvanlivosti. Pro výrobu fermentovaných salámů byly použity dvě různé 
startovací kultury obsahující mikroorganismy Staphylococcus carnosus a Pediococcus pentosaceus a Staphy-
lococcus xylosus a Pediococcus pentosaceus. Pro stanovení startovacích bakterií a probiotického druhu L. ca-
sei byla použita selektivní kultivační půda MRS –IM – sorbitol a druhově specifi cká PCR. 
Počet probiotických L. casei byl s použitím obou startovacích kultur řádově 106/g a tento počet byl za-
chován po celou dobu fermentace a trvanlivosti výrobků. Počet startovacích mikroorganismů dosáhl 
hodnoty řádově 107/g a zůstal na této hodnotě po celou dobu fermentace a trvanlivosti výrobků. Po-
mocí druhově specifi cké PCR z jedné bakteriální kolonie bylo konfi rmováno 80 % presumptivních 
kolonií L. casei.

fermentované salámy, startovací kultury, probiotika, Lactobacillus casei, MRS – IM – sorbitol agar

SUMMARY
In the last years, the adding of probiotics into fermented sausages became more and more popular. 
It has confronted new challenge in the area of functional food with its effi  cient biosynthesis po ten-
tial. The presence of adequate number of live probiotic cells in fermented sausages in the time of con-
sumption represents the fi rst challenge for the development of such probiotic product. 
Detecting and identifying various species of probiotic bacteria with rapid methods is o
 en important 
for monitoring their counts in diff erent types of food. Because of the potential health benefi ts, these 
organisms are increasingly incorporated into fermented sausages. However, studies have shown low 
viability of probiotics in market preparations. 
In this study, a rapid working method for selective enumeration and monitoring of survival of pro-
biotic Lactobacillus casei in fermented sausages was developed. Two starter cultures, one consisted of 
Pediococcus pentosaceus and Staphylococcus xylosus, the second of Pediococcus pentosaceus and Staphylococcus 
carnosus, were used for the production of sausages. As a detection method of probiotic cell counts, the 
cultivation on MRS –IM – sorbitol agar was used. Furthermore, the confi rmation of L. casei was carried 
out using species specifi c PCR. The counts of probiotic L. casei in both probiotic sausages were 106/g 
and stayed at this level during the whole ripening period (100 days). PCR from one bacterial colony 
confi rmed the identity of L. casei in 80 % of analysed colonies. The counts of starter bacteria were 107/g 
a
 er the 7 days of fermentation and stayed at this level during the whole fermentation period.
To provide health benefi ts, the suggested concentration for probiotic bacteria is 106 cfu/g of a pro-
duct and daily consummation of 100 g of such product is recommended. However, the minimal dose 
is de pen ded on several factors such as individual person, probiotic strain and type of food product. 
The question still is, if those types of meat products can be called functional foods and consumed dai-
ly. Reducing of fat concentrations in such type of products to the level of 25–30 % and its consumma-
tion respecting individual physical activity can be a certain compromise.
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