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Abstract

BURDYCHOVA, R, HOFERKOVA, 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 moni-
toring of amounts of different 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-
firmation of L. casei was carried out using species specific PCR. The counts of probiotic L. case¢i in both
probiotic sausages were 10°/g and stayed at this level during the whole ripening period (100 days).
The counts of starter bacteria were 107/g after the 7 days of fermentation and stayed at this level dur-
ing the whole fermentation period. PCR from one bacterial colony confirmed the identity of L. casei in

80% of analysed colonies.

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

Surovinou pro vyrobu fermentovanych salamu
je hovézi maso, vepfové maso a tuk. Chlazené nebo
zmrazené suroviny se michaji s kofenim, cukry, as-
korbity, smési soli a dusi¢nanu a startovacimi kul-
turami a kutruji se na pozadovanou zrnitost (BUC-
KENHUSKES, 1993). Dilo se narazi do stiev, zaudi
studenym ¢ horkym kou¥em a zraje ve zracich ko-
moréch p¥i pozadované teploté a vlhkosti vzduchu.

Startovaci kultury jsou vé&tSinou smési bakte-
rii mlééného kvaSeni (Lactobacillus, Pediococcus), ka-
taldza pozitivnich kokt (Staphylococcus, Micrococcus),
kvasinek (Debaryomyces) ¢i plisni (Penicillium). Pou-
ziti startovacich kultur je jednim ze zptsobt op-
timalizace vyroby a zaru€eni kvality vyrobk, ze-
jména zdravotni nezdvadnosti a senzorické jakosti
(LUCKE, 2000).

Soucasnym trendem je pouZzivat pfi vyrobé fer-
mentovanych potravin spolu se startovacimi mik-
roorganismy probiotické bakterie. Probiotika jsou
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definovana jako zivé mikroorganismy pfFitomné
v potraving, které po poziti v ur¢itém mnozstvi pii-
znivé ovliviiuji sloZeni a rovnovéhu stfevni mikro-
fléry a tak i zdravi ¢lov&ka. Vybér vhodnych probio-
tickych kultur pro vyrobu fermentovanych vyrobki
zavisi i na jejich schopnosti vytvo¥it p¥iznivé orga-
noleptické vlastnosti (tj. chut, viini apod.) potraviny
(FULLER, 1997). Jako probiotické kultury jsou nej-
Cast&ji pouzivany kmeny z rodt Bifidobacterium, Ente-
rococcus a Lactobacillus, ojedinéle i z rodt Streptococcus
a Propionibacterium (TANNOCK, 2002). Probiotické
bakterie jsou v potravindch pFitomny ve formé zi-
votaschopnych bunék, kterych je k dosazeni pozi-
tivntho d¢inku na travici systém ¢lovéka potFeba
kazdodenné pfijmout dostateéné mnozstvi. Za tzv.
terapeutické minimum je doporu¢ovana denni kon-
zumace alespori 100 g potraviny s minimalnim obsa-
hem 1 milion probiotickych bakterii v 1 g nebo 1 ml
(SHAH, 2000). Probiotika se obvykle ve fermento-
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vanych vyrobcich vlivem podminek okolniho pro-
stiedi pouze minimaln& pomnoZzuji (THARMARA]J
a SHAH, 2003) a musi se pFidat dostateény pocet Zi-
vych bun&k p¥imo do dila tak, aby byl po celou dobu
trvanlivosti vyrobku zaruen pozadovany pocet Zi-
vych bun&k v 1 g vyrobku.

Selektivni stanoveni Zivotaschopnych probiotic-
kych bakterii ve fermentovanych saldmech je dosti
obtizné, protoze je komplikovino p¥itomnosti star-
tovacich kultur a dal3i doprovodnou mikrofl6rou
pochézejici ze surovin. Pii detekci je potiebné brat
v tvahu druh pouzitého probiotického mikroorga-
nismu a k selektivni identifikaci vyuZit jeho specific-
kych vlastnosti. Cilem této préce bylo sledovani po-
¢tu startovacich mikroorganism@ a probiotickych
bakterii Lactobacillus casei v tradi¢nim Ceském fer-
mentovaném saldmu, a to od prvniho dne vyroby po
celou dobu trvanlivosti. Pro selektivni detekci L. ca-
sei byl testovan MRS - IM - sorbitol agar, ktery byl
dénskou firmou Chr. Hansen vyvinut pro stanoveni
L. casei 431 ve fermentovanych saldimech.

MATERIAL A METODY

PROBIOTICKE BAKTERIE

Probiotické buiiky kmene Lactobacillus casei 431
byly ziskdny pFimo od vyrobce kultur (Chr. Hansen,
Dinsko). Bakteridlni buriky byly kultivovany anae-
robn& na MRS agaru (Noack, Francie) pfi 30 °C po
dobu 72 hodin. Kultura byla pouzita jako pozitivni
kontrola pro rtst na selektivnim MRS-IM-sorbitol
agaru. DNA izolovana z t&chto bakterii byla pouzita
jako pozitivni kontrola pro PCR.

STARTOVACI KULTURY

Startovaci kultury byly doddny vyrobcem star-
tovacich kultur (Chr. Hansen, Dansko) v lyofilizo-
vaném stavu. Prvni kultura obsahovala bakteridlni
druhy Staphylococcus xylosus a Pediococcus pentosaceus,
druhd bakteridlni druhy Staphylococcus carnosus a Pe-
diococcus pentosaceus.

VYROBA FERMENTOVANYCH SALAMU

Dilo pro vyrobu fermentovanych salamu bylo p¥i-
praveno smichdnim 20 % hovéziho, 80 % vepFového
masa a sadla, 4 % kuchyriské soli, 6,6 % dextrosy, 2,4 %
dusitanové solici smé&si, 0,65 % E316, 8,8 % smé&si ko-
feni (pepf Cerny mlety, hiebi¢ek mlety, glutaman,
Cesnek granulovany, ho¥¢i¢na mouka), 0,25 % star-
tovaci kultury (smés Staphylococcus xylosus a Pediococ-
cus pentosaceus v prvnim piipadé a smés Staphylococcus
carnosus a Pediococcus pentosaceus ve druhém piipadé)
a 0,25 % probiotické kultury. U kontrolnich vyrob
nebyly pouzity probiotické mikroorganismy. Zami-
chanédilobylonarazenodonaturinovychstiev, které
byly vlozeny do forem a klimatizovany na 26-27 °C
5 hodin. V dal3im kroku byly salimy vyjmuty z fo-
rem, omyty a zauzeny v udirné p¥i 26-24 °C po dobu
Sesti dnti a poté dany do zraci komory k dosoudent

pii 11-13 °C (relativni vlhkost vzduchu 75 %) po
dobu 4-5 tydni.

IZOLACE DNA A DRUHOVA IDENTIFIKACE
LACTOBACILLUS CASEI POMOCI PCR

Izolace DNA z bakteridlnich bun¢&k L. casei 431, jeji
purifikace a zptisob stanoveni koncentrace a Cistoty
byly provedeny dle SAMBROOKA akol. (2001) a AU-
SUBELA a kol. (1994). Pro identifikaci druhu L. ca-
sei byla pouzita druhové specifickd PCR, popsand
MASSIM a kol. (2004). PCR byla provedena v celko-
vém objemu 25 pl a obsahovala 10 ng purifikované
DNA, 10 pmol primeru Cas-ITS.L a CasII, 1 U Hot-
Star Tuq DNA polymerazy a p¥islusné mnozstvi Hot-
Star Master Mixu (Qiagen, Hilden, Némecko). Tem-
platové DNA byly nejprve denaturoviny inkubaci
pii95 °C 15 min. DNA byla amplifikovina ve 30 cyk-
lech (denaturace p¥i 95 °C/45 s, hybridizace primert
pii 55 °C/45 s a syntéza komplementdrniho DNA
Fet€zce pfi 72 °C/75 s). V poslednim amplifika¢nim
cyklu bylateplota 72 °C prodlouZenana 10 min., ato
pro kompletni dosyntetizovéni findlniho PCR pro-
duktu. Jako negativni kontrola PCR byly pouzity
komponenty PCR bez DNA. PCR produkty o veli-
kosti 118 bp byly detekovany pomoci agarosové ge-
lové elektroforézy na pfistroji Easy, model B1 (Owl
Scientific, USA) a vizualizovany na UV translumi-
natoru (EB-20E Ultralum, USA) po nabarveni ethi-
dium bromidem (0,5 pg/ml). Dokumentace byla pro-
vedena pomoci fotodokumenta¢niho systému Gel
Imager™ Ultra-Lum, Inc., USA. V p¥ipadé konfir-
mace narostlych kolonii na MRS-IM-sorbitol agaru
byla do PCR pouzita jedna bakteridlni kolonie.

PRIPRAVA DIFERENCIACNTHO MEDIA

MRS - IM - sorbitol (1000 ml) byl pfipraven
smichdnim nésledujicich komponent: 10,0 g tryp-
tonu (Merck, Némecko), 5,0 g kvasni¢ného extraktu
(Noack, Francie), 1,0 g Tweenu 80 (Sigma-Aldrich,
Némecko), 2,6 g K,HPO, (Pliva-Lachema, CR), 5,0 g
octanu sodného (Merck, Némecko), 2,0 g hydro-
gencitratu diamonného (Merck, Némecko), 0,2 g
MgSO, . 7 H,0 (Merck, Némecko), 0,05 g MnSO, .
H,O (Pliva-Lachema, CR), 20,0 g sorbitolu (Merck,
Némecko), 0,5 g bromkresolové modii (Merck, N&-
mecko) a 13,0 g agaru (Noack, Francie).

MIKROBIOLOGICKY ROZBOR
FERMENTOVANYCH SALAMU A VYBER KOLONII
PRO PCR KONFIRMACI L. CASEI

Vyrobky byly analyzovany v den vyroby a 3, 6, 15,
302100 dnti po vyrobé&. Piiprava vzorkt pro analyzu
a p¥islusna fedéni byla provedena dle CSN EN I1SO
8261. Pro kultivaci startovacich mikroorganismi
a L. casei byla pouzita selektivni Zivna ptida MRS-
IM-sorbitol. Redéni byl volen tak, aby vysledny po-
Eet KTT najedné plotné byl 15 az 100. Petriho misky
se vzorky byly kultivovany anaerobné pii 37 °C po
dobu 72 h.Z jednotlivych Petriho misek byl pro PCR
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analyzu vybran takovy pocet kolonii, ktery odpovi-
dal odmocniné z celkového poétu narostlych pre-
sumptivnich kolonii L. casei (zluté kolonie).

VYSLEDKY A DISKUSE

Fermentované salamy byly analyzoviny na kvali-
tativni a kvantitativni zastoupent startovacich a pro-
biotickych mikroorganism@ po celou dobu jejich
trvanlivosti. PoCet probiotickych bun&k Lactobacil-
lus casei a pocet startovacich mikroorganismi byl
sledovdn na MRS - IM - sorbitol agaru s vyuzitim
anaerobni kultivace p¥i 37 °C 72 hod. Zluté kolo-
nie (120 kolonii), které byly ziskdny po analyze fer-
mentovanych saldm® na MRS - IM - sorbitol agaru,

byly testovany na pf¥islusnost k bakteridlnimu druhu
L. casei pomoci druhove specifické PCR. Pomoci této
metody byly selektivné stanoveny pocty L. casei ve
vyrobcich s probiotickou kulturou. Poéty L. casei do-
sdhly hodnoty fadov€ 10° KTJ/g (o = 0,05) a ztistaly
na této hodnoté po celou dobu zréni a trvanlivosti
vyrobkil. Poéty probiotickych bun&k nebyly ovliv-
né&ny sloZenim startovaci kultury (Obr. 1). Po¢et bu-
né&k startovacich kultur dosahl hodnoty 107 (.= 0,05)
uz po 7 dnech od vyroby a zustal na této hodnoté
po celou dobu trvanlivosti vyrobku. Vysledky byly
zpracovéany na hladin& vyznamnosti o = 0,05, nartist
mnoZstvi probiotickych bun&k byl prokizén jako
statisticky nevyznamny.
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1: Pocty L. casei 431 ve fermentovanyjch saldmech v priibéhu fermentace azrdni; () Pediococcus pentosaceus, Staphylococ-
cus carnosus a L. casei 431, (O) Pediococcus pentosaceus, Staphylococcus xylosus a L. casei 431

Dosud bylo popsdno pouze nékolik metod, které
popisuji selektivni stanoveni L. casei za pFitomnosti
startovacich mikroorganimtt (CHAMPAGNE et al.,
1997; RAVULA AND SHAH, 1998). Pfi selektivnim
stanoveni L. casei je tFeba brat v tvahu nejen dru-
hové slozeni pouzité startovaci kultury, ale také do-
provodnou mikrofléru analyzovanych vyrobkd.
MRS - IM -sorbitol agar byl vyvinut pro selektivni
stanoveni L. casei ve fermentovanych masnych vy-
robcich s pouzitim uréitych druhi startovacich kul-
tur (CH. HANSEN, 20006). L. casei vytvari na tomto
médiu konvexni dvou az t¥fimilimetrové zluté kolo-
nie, které zbarvuji své bezprostfedni okoli do zluté
barvy diky zkva3ovéni sorbitolu. Ve vyrobcich se ale

mohou vyskytnout i kontaminujici bakterie mlé¢-
ného kvaseni, které podobné jako L. casei mohou
zkvasovat sorbitol a komplikovat tak rozliseni kon-
taminujicich mikroorganismii od probiotickych.

Pro jednoznaénou identifikaci L. casei 1ze kromé
kultiva¢ni metody s pouzitim MRS - IM - sorbitol
agaru vyuziti mikroskopickych metod a biochemic-
kych testti. Vhodnéjsi je ale pouziti druhové speci-
fické PCR, kterd identifikaci vjznamné& usnadnuje
a Casove zkracuje. Pro spravnou identifikaci probio-
tickych bunék L. casei izolovanych z masnych vy-
robkt byla pouzita PCR. Pomoci druhové speci-
fické PCR byl amplifikovan PCR produkt o velikosti
188 bp (Obr. 2), ktery je specificky pro L. casei.
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2: Agarosovd gelovd elektroforéza PCR produktu po amplifi-
kaci DNA L. casei. M: 100 bp ladder (New England Biolabs,
Anglie), béh é.1: L. casei 431 (Chr. Hansen), béh ¢. 2: negativ-
ni kontrola PCR

Rozbory provedené v po&ate¢ni fazivyroby azrani
fermentovanych saldmut poskytly pfi PCR analyze
zlutych kolonii L. casei témé&F stoprocentni vysledky
zaFazeni k tomuto bakteridlnimu druhu. V pozdé&j-
sich stadiich zrdni vyrobkid vsak zFejmé& dochézi

k pomnozeni kontaminujici mikrofléry zkva3ujici
sorbitol, protoze bylo pomoci PCR konfirmovano
pouze 80 % (o = 0,05) zlut€ zbarvenych presump-
tivnich kolonii L. casei. Vyhoda konfirmace kolo-
nii pomoci druhové specifické PCR tedy byla jasné
prokazéna.

U fermentovanych salamt byla dile sledovina
hodnota pH. pH vyrobka pokleslo u viech fermen-
tovanych salimti na hodnotu 4,9-5,0 po dvou dnech
od vyroby a v prab&hu dal3ich péti dni dale klesalo
(Obr. 3). Beéhem fermentace zjevné& nastalo pomno-
Zeni startovaci mikrofléry a doslo k produkei or-
ganickych kyselin, coZz se projevilo snizenim pH
vyrobkil. SniZzeni pH hraje dulezitou tlohu pro za-
jisténi zdravotni nezavadnosti fermentovanych sa-
lamt arovnéz pii tvorbé textury a barvy fermentova-
nych salamt (KROCKEL, 1995). Po sedmi dnech od
vyroby za¢alo pH mirné& stoupat, coz miize byt zpi-
sobeno tvorbou dusikatych latek, které vznikaji en-
zymatickou aktivitou mikroorganismt ptisobicich
na myofibrilarni proteiny masa (KLEMENT a CAS-
SENS, 1974). Proteolyzou mohou vnikat i peptidy,
aminokyseliny a amoniak, které se také podileji na
zvyseni pH (DEMEYER a kol., 1979; ASTIASARAN
akol., 1990). Hodnota pH se u vyrobkt bez probiotik
ustdlila na kone&né hodnoté 5,5-5,6, u salamu s pro-
biotickou kulturou na hodnotach 5,0-5,1. Niz3i pH
u vyrobku s probiotikem bylo dosazeno z¥ejmé ak-
tivitou probiotického kmene L. casei, ktery mtize vli-
vem svych metaboliti pH vyrobku snizit. Tento vliv
nasnizeni pH se projevil vnezadoucim senzorickém
profilu saldmt s probiotiky, konkrétné v deskriptoru
kyselost (dosud nepublikované vysledky).
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3: pH profily fermentovanijch saldmii bez probiotik (A) Pediococcus pentosaceus a Staphylococcus carnosus a (M) Pediococ-
cus pentosaceus a Staphylococcus xylosus; a fermentovanijch saldmii s pridavkem probiotické kultury () Pediococcus pen-
tosaceus, Staphylococcus carnosus a L. casei () Pediococcus pentosaceus, Staphylococcus xylosus a L. casei
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SOUHRN

Soucasnym trendem je pouZivat pfi vyrobé fermentovanych saldmu spolu se startovacimi mikroor-
ganismy probiotické bakterie. Za tzv. terapeutické minimum je doporu¢ovina denni konzumace ale-
spoii 100 miliont probiotickych bakterii. Selektivni stanoveni Zivotaschopnych probiotickych bak-
terii ve fermentovanych saldmech je dosti obtizné, protoze je komplikovéno pFitomnosti startovacich
kultur a kontaminujici i doprovodnou mikrofl6rou vyrobku. P¥i detekei je potFebné brat v ivahu po-
uzity probioticky druh a k selektivni identifikaci vyuzit jeho specifickych vlastnosti.

Cilem této préce bylo vyuzit kultiva¢nich a molekularng& biologickych metod ke sledovani poé¢tu pro-
biotickych bakterii L. casei 431 (Chr. Hansen) ve fermentovanych masnych vyrobcich, a to od prvniho
dne vyroby po celou dobu trvanlivosti. Pro vyrobu fermentovanych salamu byly pouzity dv€ rtizné
startovaci kultury obsahujici mikroorganismy Staphylococcus carnosus a Pediococcus pentosaceus a Staphy-
lococcus xylosus a Pediococcus pentosaceus. Pro stanoveni startovacich bakterii a probiotického druhu L. ca-
sei byla pouZzita selektivni kultivaéni ptida MRS —-IM - sorbitol a druhové specifickd PCR.

Pocet probiotickych L. casei byl s pouzitim obou startovacich kultur fadové 109/g a tento pocet byl za-
chovin po celou dobu fermentace a trvanlivosti vyrobka. Po€et startovacich mikroorganismii doséhl
hodnoty fadove 107/g a zfistal na této hodnoté po celou dobu fermentace a trvanlivosti vyrobkd. Po-
moci druhové specifické PCR z jedné bakteridlni kolonie bylo konfirmovano 80 % presumptivnich
kolonii L. casei.

fermentované salamy, startovaci 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 efficient biosynthesis poten-
tial. The presence of adequate number of live probiotic cells in fermented sausages in the time of con-
sumption represents the first challenge for the development of such probiotic product.

Detecting and identifying various species of probiotic bacteria with rapid methods is often important
for monitoring their counts in different types of food. Because of the potential health benefits, 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 confirmation of L. casei was carried
out using species specific PCR. The counts of probiotic L. casei in both probiotic sausages were 10%/g
and stayed at this level during the whole ripening period (100 days). PCR from one bacterial colony
confirmed the identity of L. casei in 80 % of analysed colonies. The counts of starter bacteria were 107/g
after the 7 days of fermentation and stayed at this level during the whole fermentation period.

To provide health benefits, the suggested concentration for probiotic bacteria is 10° cfu/g of a pro-
duct and daily consummation of 100 g of such product is recommended. However, the minimal dose
is depended 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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