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Abstract

BURDYCHOVA, R.: The influence of probiotic strain L. casei 01 on biogenic amines concentrations in fermented
sausages Herkules. Acta univ. agric. et silvic. Mendel. Brun., 2009, LVII, No. 5, pp. 41-48

In this work, the influence or probiotic strain L. casei 01 (Sacco, Italy) on biogenic amines concentra-
tions during fermentation, ripening and storage of fermented sausages “Herkules” was studied. Two
amounts of probiotic culture were added into sausages, 0,25 % and 0,40 %, respectively. Negative con-
trols without probiotic were also made. Dry sausages were taken from two different producers (A, B).
Determination of biogenic amines tyramine, histamine, putrescine and cadaverine concentration was
used using HPLC method with UV detection. The content of biogenic amines was monitored during
fermentation (0-28 days) and storage (28-49) of fermented sausages.

In both producers, when 0,25% of probiotic strains was added, the numbers of L. casei reached 107
CFU/g during the fermentation (0-28) and they remained relatively constant during the storage
(28-49). When 0,40% of probiotic L. casei 01 was added, the amount of L. casei cells were around
109CFU/g during the whole fermentation and storage period.

A positive influence on the reduction of biogenic amines was observed in both producers. In negative
controls without probiotic, the higher concentration of tyramine, histamine, putrescine and cadave-
rine was detected in comparison with probiotic sausages.

Differences between dry sausages with 0,25 % and 0,40 % probiotic L. casei 01 were also determined. In
producer A, the concentration of putrescine and cadaverine in 0,40 % probiotic sausages were statis-
tically lower in comparison with probiotic sausages where 0,25 % L. casei was applied. In producer B,
the concentration of all monitored biogenic amines were statistically lower in 0,40% probiotic sau-
sages when compared with 0,25 % probiotic sausages.

biogenic amines, HPLC, L. casei 01, fermented sausages, Herkules

Hlavnimi skupinami fermentovanych masnych
vyrobkil jsou fermentované salamy s nizkou kyse-
losti (s vysokou kone&nou hodnotou pH, klasické
syrové trvanlivé salamy), fermentované salamy
s vy33i kyselosti (s nizkou kone¢nou hodnotou pH,
krajitelné) zakladajici svoji trvanlivost pravé na vy3si
kyselosti, tedy na nizgich hodnotdch pH a to v&tsi-
nou pod hodnotu 5,0 (do této skupiny se Fadi na-
piiklad Herkules, Paprikas nebo lovecky salam), sy-
rové unky a roztiratelné fermentované salamy. Pro
vyrobu fermentovanych masnych vyrobkt se po-
uzivaji startovaci kultury, které se p¥idavaji do dila.
Jejich prvotnim uéelem je potlaceni rozvoje neza-
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doucich, tj. kazeni ptisobicich a patogennich mikro-
organismd, jejichZ pFitomnost nelze zcela vylouéit.
Potla¢uji nezddouci mikrofléru, a to tvorbou kyse-
liny mlééné a produkei bakteriocint (MARTANSKI
a MARIANSKT, 2008).

Startovaci kultury maji dale zajistit spravny arych-
lej3i prab&h zréni, a to odbourdvanim sacharidi
na organické kyseliny, redukei dusitanti, $t€penim
bilkovin, vytvdfenim typického aroma a chuti vy-
robku a zpeviiovanim jejich textury. Startovaci kul-
tury jsou rtizného slozeni s ohledem na zvyklosti
piisludné zemé& nebo oblasti a pozadované typické
jakosti vyrobkit (INGR, 1996). Mezi nejvyznamné&jsi



42 R. Burdychovd

predstavitele patii laktobacily, pediokoky, mikro-
koky, stafylokoky, kvasinky i plisn&. P¥evladaji viak
bakterie mlé&ného kvaeni a stafylokoky (MARTAN-
SKI a MARTANSKI, 2008).

V posledni dobg jsou pf¥i vyrobé fermentovanych
masnych vyrobku testovany probiotické mikroorga-
nismy. Setrny biologicky charakter technologie vy-
roby t&chto produktt zaru¢uje p¥ezivani vybranych
bakteridlnich kment. Vyroba masnych produktii
s probiotickou kulturou ma na rozdil od mléénych
probiotickych vyrobki sva specifika. Ne viechny
kmeny vybranych bakterii s pozitivnimi dietetic-
kymi vlastnostmi p¥ezivaji v prostfedi dila salamii.
Velmi také zdlezi na pouzité startovaci kultufe.
Probiotické kultury jsou citlivé na p¥itomnost ku-
chytiské soli, proto je nutné p¥i vyrob¢ s pfidavkem
téchto kultur snizit mnozstvi na maximalné 2 %.

Biogenni aminy (BA) jsou nizkomolekuldrni dusi-
katé baze, které jsou pFitomny ve viech zivych orga-
nismech. Podle chemické struktury se alimentirné
vyznamné biogenni aminy dé&li na alifatické (put-
rescin, kadaverin, spermidin, spermin a agmatin,
aromatické (tyramin a 2-fenylethylamin a heterocy-
klické (histamin a tryptamin). Zvlastn{ postaveni za-
ujimaji polyaminy spermidin a spermin, véetné di-
aminu putrescinu. Putrescin je fazen do skupiny
polyamint, protoze je pfimym meziproduktem syn-
tézy spermidinu a sperminu (KOMPRDA, 2005).

Na tvorbé BA se podili Fada vlivil, pfedevsim je to
PH, teplota, aktivita vody, doba skladovani, pouzité
startovaci kultury a dal3i vlivy. Mezi zdkladni pod-
minky tvorby biogennich amin® patif p¥itomnost
volnych (biologicky dostupnych) aminokyselin, vy-
skyt mikroorganismu s dekarboxyldzovou aktivitou
a vhodné prostfedi pro rtst a mnozeni t€chto mik-
roorganismu.

Biogenni aminy jsou pro organismus nepostra-
datelné. Slouzi jako zdroj uhliku, prekurzory hor-
mont (2-fenylethylamin) nebo samy ptisobi jako
hormony (histamin) a podileji se na syntéze nuk-
leovych kyselin a proteint (KOMPRDA, 2005).
Nadmé&rné koncentrace mohou v3ak mit na lidsky
organismus negativni ti¢inky. Histamin ptisobi vaso-
dilatatnég, dostavuje se zvraceni, prijjem, ki‘eCe, pa-
leni v tstech, dychaci potiZe, poceni, koptivka, vy-
razka, edémy, lokaln{ zanéty ¢i zarudnuti obli¢eje.
Otrava ma podobné projevy jako alergie na n&které
potraviny (KALAC a KRIZEK, 2005; KAMENIK,
2007). Tyramin vyvoldva zvySeni srde¢ni ¢innosti

a krevniho tlaku, zizeni perifernich cév, migrény
a dokonce mize byt p¥i¢innou krviceni do mozku
(SHALABY, 1996). Putrescin a kadaverin zptsobuji
hypotenzi, zpomaleni srde¢ni ¢innosti a kfece zvy-
kacich svalti, naopak tryptamin a 2-fenylethylamin
podporuji zvySovani krevniho tlaku. Spermidin
a spermin maji vyznam pf¥i diferenciaci a rastu bu-
n¢k st¥eva a Gcastni se i vychytavani volnych radi-
kéla v travicim traktu.

Polyaminy hraji také podstatnou roli pfi karcino-
genezi. Samy o sob& nevyvoléavaji vznik nddort, ale
podporuji jejich rtst. Toxicita polyamint se zvy3uje
s jejich rostouci molekulovou hmotnosti a ndbojem
(KOMPRDA, 2005; KALAC a KRIZEK, 2005).

Ceské legislativa do roku 2004 obsahovala le-
gislativni limity pro vybrané BA v rybach, syrech,
pivu a vinu, ale dnes je v CR platny jen hygienicky
limit pro histamin v rybach a vyrobcich z ryb uva-
dény v Nafizeni komise (ES) ¢. 1441/2007 ve vysi
100mg/kg. Tento limit mtze byt ve dvou vzor-
cich z deviti z jedné Sarze piekro¢en az do hodnoty
200mg/kg. Legislativa neur¢uje vyrobctim deklaro-
vat obsah BA na obalu (STANDAROVA a kol., 2008).

Cilem této ¢asti prace bylo oveFit pouZiti probio-
tického kmene L. casei 01 ve fermentovanych mas-
nych saldmech typu Herkules. Z literatury je zndmo,
ze ptidavek né&kterych (i probiotickych) kultur
do dila snizuje mnozstvi biogennich amint ve finél-
nim vyrobku. Proto bylo sledovano i mnozstvi bio-
gennich amin@l v prib&hu zrani fermentovanych
saldmt s cilem ovéfit hypotézu, zda pFidavek pro-
biotické kultury L. casei 01 (Sacco, Ttilie) snizuje ob-
sah biogennich amint v saldmech.

MATERIAL A METODY

Vyroba fermentovanych salamii

Dilo pro vyrobu fermentovanych saldimt Her-
kules bylo pfipraveno smichianim 20% hovéziho,
80% vepfového masa a sddla, 4% kuchytiské soli,
6,6 % dextrosy, 2,4% dusitanové solici smési, 0,65 %
E316, 8,8% smési kofeni (pepf ¢erny mlety, hiebi-
¢ek mlety, glutaman, ¢esnek granulovany, hoif¢i¢na
moubka), 0,25 % startovaci kultury (Pediococcus pentosa-
ceus AS-3/100; Chr. Hansen, Dénsko), 0,25 % probio-
tického kmene L. casei 01 (Sacco, Ttilie) a 0,40% pro-
biotického kmene L. casei 01. U kontrolnich vyrob
nebyly pouzity probiotické mikroorganismy. Stejné

1: Analyzované vzorky fermentovanyjch saldmii Herkules od dvou vijrobeii (A, B)
s pridavkem startovaci kultury Pediococcus pentosaceus AS-3/100 a 0,25 % pro-
biotické kultury L. casei 01 a pouZité kombinace kmenii

Oznacenivzorkdi  Vyrobce

Kmeny pouzité p¥i vyrobé¢ salamt

1 A
2 A
3 B
4 B

Pediococcus pentosaceus AS-3/100
L. casei 01

Pediococcus pentosaceus AS-3/100

Pediococcus pentosaceus AS-3/100
L. casei 01

Pediococcus pentosaceus AS-3/100
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IT: Analyzované vzorky fermentovanych saldmii Herkules od dvou vyjrobeii (A,
B) s piidavkem startovaci kultury Pediococcus pentosaceus AS-3/100 a 0,40 %
probiotické kultury L. casei 01 a pouzité kombinace kmenii

Oznalenivzorkdi  Vyrobce Kmeny pouZité pri vyrobé salami
Pediococcus pentosaceus AS-3/100
5 A )
L. casei 01
6 A Pediococcus pentosaceus AS-3/100
Pediococcus pentosaceus AS-3/100
7 B )
L. casei 01
8 B Pediococcus pentosaceus AS-3/100

vyrobky byly vyrobeny u dvou rtiznych vyrobct
(A a B). Tabulka T a IT udéva p¥ehled analyzovanych
vzorkt a pouzitych kombinaci kment.

Zamichané dilo bylo narazeno do naturino-
vych st¥ey, které byly vlozeny do forem a klimatizo-
vany na 26-27 °C 5 hodin. V dal3im kroku byly sa-
lamy vyjmuty z forem, omyty a zauzeny v udirné
pii 26-24 °C po dobu Sesti dnti a poté dany do zraci
komory k dosouSeni pfi 11-13°C (relativni vlh-
kost vzduchu 75 %). Proces zrani byl ukonéen po 28
dnech po vyrobé salamti.

Mikrobiologicky rozbor fermentovanych
salami

Vyrobky byly analyzoviny v den vyroby (den 0), 7,
14, 28 a 49 dnii po vyrob¢. Pfiprava vzorkt pro ana-
lyzu a prislugna fedéni byla provedena dle CSN EN
ISO 8261. Pro stanoveni mezofilnich bakterii mlé¢-
ného kvageni byl pouzit MRS agar (Noack, Francie)
dle CSN ISO 15214. Probioticky kmen L. casei 01 byl
proveden dle BURDYCHOVE a kol. (2008).

Stanoveni biogennich amint
ve fermentovanych salamech Herkules

Pro detekci biogennich amint bylo naviZeno
10g kazdého vzorku masného vyrobku do plastové
zkumavky. Ke kazdému vzorku bylo pFidano 500l
roztoku vnitintho standardu 1,7-diaminoheptanu
(1mg/kg). Dale bylo pFidino 15ml 5% kyseliny
trichloroctové a kazdy vzorek byl dv€ minuty vor-
texovan na vortexu Heidolph Diax 900 (Heidolph
Instruments, Némecko). Patrony se vzorkem byly
po dobu deseti minut odstfedovany p¥i 3000 ot./min
pii 4°C. Supernatant byl filtrovan pies papirovy filtr
(Filtrak €. 390) do 50ml odmérné bariky, jejiz obsah
byl doplnén pétiprocentni kyselinou trichlorocto-
vou. Cely postup se opakoval t¥ikrat. 1 ml filtratu byl
odebran do zkumavky, smichan s 0,5ml saturované
NaHCO, a derivatizovan 1ml acetonového dansyl-
chloridu (5 mg/ml) po dobu 1 hodiny p¥i 40 °C. Nad-
bytek nezreagovaného ¢inidla byl odstranén reakei
s 250 pl 10mM NH,. Derivatizované biogenni aminy
byly extrahovany diethyletherem (3x1ml), extrakt
byl odpaten pod dusikem, a bylo k nému p¥iddno
500l acetonitrilu. Biogenni aminy byly stanoveny
pomoci HPLC s UV detekei.

Vzorky byly podrobeny chromatografické analyze
pouzitim Agilent HP 1100 systému (Agilent, N&-
mecko), ktery byl slozen z vakuové odplytiovaci jed-

notky (vacuum degasser G1322A), kvartérni pumpy
(G1311A), autosampleru (G1313A) a fluorescenc-
niho detektoru (G1321A). Pro analyzu byla dale po-
uzita Zorbax XDB C8 kolona (4,6 x 150 mm, velikost
¢astic 5um) s predkolonou Meta Guard Inertsil C18
(4,6 x 30mm, velikost ¢4stic 5pm) a metoda popsana
v praci BURDYCHOVE a kol. (2008). Gradientova,
eluce byla provedena mobilni fazi slozené z 0.1 M
acetatového pufru, A (pH 5,8) a acetonitrilu, ACN
(Merck, Némecko) (¢as 0-27 min: A, 60-23 %, ACN
40-77 %) pti prittokové rychlosti 0,6 ml/min. Kvali-
tativni detekce biogennich amint ve vzorcich byla
provedena porovnanim reten¢nich ¢ast jednotli-
vych vzorkt a reten¢niho ¢asu standardu.

VYSLEDKY A DISKUSE

Analyza fermentovanych salamii
na kvalitativni a kvantitativni zastoupeni
L. casei

Pridavek probiotik do fermentovanych masnych
vyrobkti neni snadnou zilezitosti, jelikoz se pro-
bioticky mikroorganismus musi vyrovnat s vysokym
obsahem soli, tuku, nizkou aktivitou vody a nizkou
hodnotou pH (DE VUYST a kol., 2008).

Fermentované masné vyrobky Herkules, vyro-
bené u dvou rtiznych vyrobct A a B, byly analyzo-
vany na kvantitativni zastoupeni BMK a probio-
tickych bunék L. casei 01, a to v den vyroby (den 0)
a 14, 28 a 49 dnti po vyrobg, tedy v dob& fermentace
a zrani (0-28 dntl) a v dobé& skladovani (28-49 dntl)
neboli v dobé& pFedpokldadané konzumace spotiebi-
telem, tedy v dob& minimalni trvanlivosti.

U v3ech vyrobku s probiotiky (vyrobky €. 1, 3, 5
a 7) obou vyrobct byl zjistén b&hem analyzy statis-
ticky prikazny nartist (P < 0,05) probiotickych bu-
nék L. casei. Na konci doby minimalni trvanlivosti
vyrobktl ¢. 1 a 3 (s pfidavkem 0,25% probiotické
kultury L. casei 01 u obou vyrobct) bylo dosazeno
hodnot L. casei ¥adove€ 10* KTJ/g. Na konci doby mi-
nimélni trvanlivosti vyrobkd €. 5 a 7 (s pfidavkem
0,40% probiotické kultury L. casei u obou vyrobcti)
bylo dosazeno hodnot L. casei fadove 10° KTJ/g.

K podobnym vysledkim dospél i ANDERSEN
(1998), ktery uvédi, Ze probiotikum L. casei ve spoji-
tosti se startovaci kulturou obsahujici Staphylococus
carnosus a Pediococcus pentosaceus uspokojive p¥ezivalo
vyrobni proces.
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U v3ech sledovanych vyrobkii doslo ke statisticky
prokazatelnému néarastu (P < 0,05) BMK, s ¢imZ sou-
visi pokles pH vyrobk. Snizeni pH hraje diilezitou
tlohu pro zaji3téni zdravotni nezavadnosti fermen-
tovanych salamt a rovn&z p¥i tvorb€ textury a barvy
fermentovanych salam@ (KROCKEL, 1995). Hod-
nota pH vyrobku €. 2, 4, 6 a 8 (negativni kontroly
bez probiotik) nejvice klesala béhem prvnich sedmi
dnt po vyrobé, po sedmi dnech od vyroby zacalo
pH mirné stoupat, coz mohlo byt zptisobeno tvor-
bou dusikatych latek, které vznikaji enzymatickou
aktivitou mikroorganisma ptisobicich na myofibri-
larni proteiny masa (KLEMENT a CASSENS, 1974).
Proteolyzou mohly vnikat i peptidy, aminokyseliny
a amoniak, které se také podileji na zvyseni pH (DE-
MEYER a kol., 1979; ASTIASARAN a kol., 1990).

Hodnota pH u vyrobkii s probiotiky (vzorky €. 1, 3,
5a7) klesala pomaleji nez u negativnich kontrol (vy-
robku bez probiotik), po sedmi dnech klesla na nej-
niz3i hodnotu a pak za¢ala mirné stoupat. Rychlejsi
pokles hodnot pH u vyrobkii bez probiotik (vyrobky
¢.2,4, 6 a8) béhem prvnich sedmi dnil fermentace
salam® mtize byt vysvétlen vy3sim nartstem BMK
v téchto vyrobcich (vysledky neuvedeny). Byla zjis-
téna statistickd zavislost BMK na pH (P < 0,01).
S nizsf hodnotou pH vzrostl pofet BMK (¢im nizsi
PH, tim v&t31 pocet BMK). Pocty L. casei nebyly statis-
ticky zdvislé na hodnot& pH (P < 0,01).

Stanoveni koncentrace biogennich aminii
ve fermentovanych salamech

U masnych vyrobkti s dlouhou dobou zrani miize
dochidzet k pFeméné volnych aminokyselin na to-

xické biogenni aminy. Tvorba biogennich amint
zavisi na hygienickych podminkach vyroby, pou-
zitych startovacich kulturach, pH vyrobki, na akti-
vit€ vody vyrobkii i na dal3ich faktorech (GARDINI
a kol., 2001). Biogenni aminy mohou byt tvofeny
i ¢innosti mikrobidlnich enzym, tzv. dekarboxylaz.
Ve fermentovanych masnych vyrobcich mohou byt
mikroorganismy s dekarboxyldzovou aktivitou p¥i-
tomny jako soucdst pFirozené mikrofléry nebo jako
startovaci kultury. Tvorb& biogennich amini ve fer-
mentovanych saldmech lze zabranit pouzitim vy-
branych startovacich mikroorganismi, které netvoii
biogenni aminy a zdroven jsou schopny potlacovat
riist pfirozené mikrofléry s dekarboxylazovou akti-
vitou (SUZZI a GARDINTI, 2003).

Vzorky saldmti pro stanoveni koncentrace biogen-
nich amind tyraminu, histaminu, kadaverinu a put-
rescinu byly odebirdny ve stejnych ¢asovych inter-
valech jako pro mikrobiologickou analyzu (tedy O,
14, 28 a 49 dnt po vyrobg). Vysledky jsou uvedeny
vtabulce ITTa IV.

Koncentrace biogennich aminti v dile viech vy-
robkt byla velmi nizka. Vyjimkou byl tyramin, je-
hoz koncentrace v dile vyrobce B dosahovala témé&r
toxikologického rizika (200 mg/kg vyrobku). V pra-
b&hu fermentace a zrani (0-28 dnt) a skladovani
(28-49 dnt) doslo u v8ech vyrobku ke staticky prii-
kaznému nartstu (P < 0,01) sledovanych biogennich
amint.

Histamin byl jedinym biogennim aminem, jehoz
koncentrace byla u viech vyrobka po celou dobu
fermentace a skladovani velmi nizka, pohybovala
se v toxikologicky nevyznamnych koncentracich

TIT: Analyza koncentrace biogennich aminii ve fermentovanyjch saldmech Herkules, vzorky ¢ 1-4 (piidavek 0,25 % probiotického

lemene L. casei 01)

Herkules, Pocet dni fermentace a zrani (0-28) a skladovani p¥i 15°C (28-49)
oznaceni
vzorkit 0 14 28 49
Vyrobce A
. 1 11,5+0,3 139,7+0,3 156,1+0,1 137,5+0,5

tyramin (mg/kg)

2 10,5+0,3 188,2+0,1 207,6 +0,3 300,4+0,1

1 nedetekovano nedetekovano nedetekovano nedetekovano
histamin (mg/kg) )

2 nedetekovano 0,5+0,1 0,8+0,2 1,2+0,2

1 6,1+0,1 134,5+0,3 160,4+0,2 163,5+0,2
putrescin (mg/kg)

2 4,6 +0,2 214,3+0,2 241,7+0,2 350,5+0,1

1 5,4+0,1 46,1+0,1 49,6+0,2 46,3 +0,1
kadaverin (mg/kg)

2 2,7+0,1 50,2 +0,2 55,3+0,1 81,8+0,3
Vyrobce B

3 185,2+0,2 145,2 +0,1 172,2+0,2 189,2 +0,1
tyramin (mg/kg)

4 193,2+0,1 210,5+0,2 258,7+0,3 2742 +0,2

3 nedetekovano 0,6 +0,1 2,3+0,3 4,2+0,2
histamin (mg/kg)

4 nedetekovano 3,0+0,3 5,4+0,2 8,2+0,2

3 1,2+0,1 78,2+0,1 125,5+0,3 132,1+0,1
putrescin (mg/kg)

4 2,3+0,2 135,1+0,3 154,0+0,2 144,7+0,2

3 14,1+0,2 27,4+0,2 35,4+0,1 43,1+0,1
kadaverin (mg/kg)

4 17,6 40,3 29,7+0,1 40,1+0,2 56,2+ 0,1
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IV: Analyza koncentrace biogennich aminii ve fermentovanijch saldmech Herkules, vzorky ¢ 5-8 (piidavek 0,40 % probiotického

lemene L. casei 01)

Herkules, Pocet dnil fermentace a zrani (0-28) a skladovani pf¥i 15°C (28-49)
oznaceni
vzorki 0 14 28 49
Vyrobce A
5 8,5+0,3 132,3+0,2 144,6+0,2 144,6+0,2
tyramin (mg/kg)
6 6,3+0,2 164,4+0,1 170,7+0,3 204,4+0,1
. . 5 nedetekovano nedetekovano 0,9+0,1 0,7+0,2
histamin (mg/kg) )
6 nedetekovano 0,9+0,1 1,7+0,2 2,340,2
. 5 2,6+0,2 53,8+0,3 62,3+0,1 53,7+0,2
putrescin (mg/kg)
6 1,940,1 87,9+0,3 100,7+0,2 101,2+0,1
5 4,4+0,1 12,4+0,2 14,9+0,2 15,2+0,1
kadaverin (mg/kg)
6 2,0+0,2 13,8+0,2 19,140,1 39,9+0,2
Vyrobce B
7 185,7+0,3 136,1+0,2 154,9+0,2 185,0+0,3
tyramin (mg/kg)
8 195,3+0,3 199,9+0,2 258,7+0,3 262,5+0,2
. . 7 nedetekovano 0,6+0,2 1,9+0,3 3,6+0,2
histamin (mg/kg) )
8 nedetekovano 4,9+0,3 10,4+0,2 11,1+0,3
7 1,340,1 66,0+0,1 93,940,3 113,9+0,3
putrescin (mg/kg)
8 1,240,2 144,140,3 157,0+0,2 176,7+0,2
7 0,6+0,4 5,1+0,2 7,6+0,2 7,6+0,3
kadaverin (mg/kg)
8 0,7+0,3 11,9+0,2 12,5+0,2 13,1+0,1

0,6-11,1mg/kg vyrobkt (tabulka IIT a IV). NOUT
(1994) uvadi, pokud je vyroba fermentovanych sa-
lamt provedena v dobrych hygienickych pod-
minkéch a je pouzita kvalitni surovina, méla by se
koncentrace histaminu ve findlnich vyrobcich po-
hybovat v rozmezi 50-100 mg/kg.

Bylo prokdzano, Ze ve v3ech vyrobcich s p¥idav-
kem probiotické kultury L. casei 01 doslo ke sni-
zeni koncentrace biogennich amint tyraminu, put-
rescinu a kadaverinu. Bylo statisticky prokdzano
(P < 0,01), Ze koncentrace biogennich amint tyra-
minu, putrescinu a kadaverinu ve vyrobcich €. 1, 3, 5
a7 byla niz3i v porovnani s p¥islusnymi negativnimi
kontrolami (vyrobky €. 2, 4, 6 a 8 bez p¥idavku pro-
biotického kmene).

Kvantitativn€ nejvice zastoupenymi biogennimi
aminy byly tyramin a putrescin. N&kterymi autory
bylo publikovano, ze nizsi pH vyrobkt podporuje
tvorbu biogennich amint (MAIJALA a kol., 1995;
ROIG-SAGUES a kol., 1998). Zavéry jinych studif
v3ak jsou opaéného ndzoru a tvrdi, Ze rozhodujicim
faktorem pro tvorbu biogennich amint je vy33i pH,
pH nad 53 (MAIJALA a EEROLA, 1993; GONZA-
LEZ-FERNANDEZ, 1997). U vyrobkii &. 1-4 nebyla
prokdzana statistickd zavislost tvorby biogennich
amind na pH vyrobka (P < 0,01), pH profily probio-
tickych vyrobkti a kontrol bez probiotik se prak-
ticky neligily (pFiloha 4). U vyrobki €. 5-8 1ze na za-
kladé provedené statistické analyzy konstatovat, Ze
histamin a putrescin prokdzaly vyznamnou statis-
tickou zavislost na pH (P < 0,01), u obou vyrobct.
Lze tedy prohlasit, Ze jejich nizsf hodnoty skute¢né
souviseji s niz8l hodnotou pH. U tyraminu a kadave-

rinu nebyla statistickd zavislost (linedrni) potvrzena
(P<0,01).

Statisticky byl dile vyhodnocen vliv p¥idavku
probiotické kultury L. casei 01 na tvorbu biogen-
nich amindl. Mezi vzorky €. 1, 2, 3 a 4 byl zjistén sta-
tisticky prikazny rozdil (P < 0,01) v koncentracich
viech stanovovanych biogennich aminti. Probio-
tické vyrobky (vzorky €. 1 a 3) vykazovaly staticky
nizsi (P < 0,01) koncentraci tyraminu, histaminu,
putrescinu i kadaverinu nez negativni kontroly bez
probiotik (vzorky ¢. 2 a 4). U probiotického salamu
vyrobce A (vzorek €. 1) byla zjisténa nizsi koncent-
race tyraminu a histaminu a vy33i koncentrace put-
rescinu a kadaverinu v porovnéani s probiotickymi
saldmy vyrobce B (vzorek €. 3)

Mezi vzorky €. 5, 6, 7 a 8 byl také zjistén statisticky
pritkazny rozdil (P < 0,01) v koncentracich viech
stanovovanych biogennich amint. Probiotické vy-
robky (vzorky €. 5 a 7) opét vykazovaly statisticky
nizsi (P < 0,01) koncentraci tyraminu, histaminu,
kadaverinu i putrescinu nez negativni kontroly bez
probiotik (vzorky €. 6 a 8). U probiotického salamu
vyrobce A (vzorek €. 5) byla zjisténa nizsi koncent-
race tyraminu, histaminu, kadaverinu i putrescinu
nez u probiotického salamu vyrobce B (vzorek €. 7).

U obou vyrobcti se tedy podafilo statisticky proka-
zat, Ze piidavek probiotické kultury (0,25% i 0,40 %)
mél vliv na produkci biogennich amint - v obou
piipadech doslo ke statisticky priikaznému sniZent
tvorby biogennich amin@i (v porovnani s negativ-
nimi kontrolami bez probiotik). Dile bylo statisticky
prokazano (P < 0,01), Ze se produkce jednotlivych
biogennich amint lisila mezi vyrobcem A a B.
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Dile byl zjistovan vliv rtiznych p¥idavki probio-
tické kultury L. casei 01 (0,25% a 0,40%) na koncen-
traci biogennich amint ve fermentovanych sald-
mech. Mezivzorky €. 1, 3, 5 a 7 byl zjistén vyznamny
statisticky rozdil (P < 0,01) v koncentracich v3ech sta-
novovanych biogennich amint. U vyrobce A (vy-
robky ¢. 1 a 3) doslo ke statisticky prtikaznému po-

klesu (P < 0,01) koncentrace putrescinu a kadaverinu
po piidavku vy3sitho mnozstvi (0,40%) probiotické
kultury L. casei 01. U vyrobce B (vyrobky €. 5 a 7) do-
8lo ke statisticky prikaznému poklesu (P < 0,01)
koncentrace u vsech stanovovanych BA (tyramin,
putrescin, kadaverin, histamin) po p¥idavku vy3siho
mnozstvi (0,40 %) probiotické kultury L. casei 01.

biogenni aminy, HPLC, L. casei 01, fermentované salamy, Herkules

SUMMARY

In the last years, the addition of probiotics into fermented sansages became more popular. The pre-
sence of adequate number of live probiotic cells in fermented sausages in the time of consumption
represents the first challenge for the development of such probiotic product (HAMMES and HER-
TEL, 1998). The suggested concentration for probiotic bacteria is in range 10° - 107 cfu/g of the prod-
uct (ROBINSON, 1987).

The growth of LAB and probiotic bacteria in fermented sausages depends on their ability to tolerate
the salty concentration, pH values and water activity of these products (MARTIN et al., 2007).

A number of health benefits have been claimed for probiotic bacteria such as Lactobacillus casei. Be-
cause of the potential health benefits, this organism is increasingly incorporated into different types
of fermented foods. We tested probiotic L. casei 01 strain (Sacco, Ttaly) to be used in production of typi-
cal czech fermented sausage “Herkules” (probiotic Herkules).

The aim of this work was also to study the influence of probiotic strain L. casei 01 (Sacco, Italy) on bio-
genic amines concentrations during fermentation, ripening and storage of those fermented sausages.
Two amounts of probiotic strain were added into sausages, 0,25% and 0,40%, respectively. Negative
controls without probiotic were also made. Dry sausages were taken from two different producers (A,
B). Determination of biogenic amines tyramine, histamine, putrescine and cadaverine concentration
was used using HPLC method with UV detection. The content of biogenic amines was monitored dur-
ing fermentation (0-28 days) and storage (28-49) of fermented sausages.

In both producers, when 0,25% of probiotic strains was added, the numbers of L. casei reached 107
CFU/g during the fermentation (0-28) and they remained relatively constant during the storage
(28-49). When 0,40% of probiotic L. casei 01 was added, the amount of L. casei cells were around 10°
CFU/g during the whole fermentation and storage period. The presence of live probiotic cells of L. ca-
sei in that amounts at the beginning of ripening and during the whole storage period documents sur-
vival of probiotic culture in the product.

Biogenic amines are formed by the microbial decarboxylation of free amino acids in food and they
are generally present in dry sausages as reviewed by MAIJALA et al. (1995) and EEROLA et al. (1993).
A positive influence on the reduction of biogenic amines was observed in both producers. In negative
controls without probiotic, the higher concentration of tyramine, histamine, putrescine and cadave-
rine was detected in comparison with probiotic sausages.

Differences between dry sausages with 0,25 % and 0,40% probiotic L. casei 01 were also determined.
In producer A, the concentration of putrescine and cadaverine in 0,40 % probiotic sausages were sta-
tistically lower in comparison with probiotic sausages where 0,25 % L. casei was applied. In producer
B, the concentration of all monitored biogenic amines were statistically lower in 0,40 % probiotic sau-
sages when compared with 0,25 % probiotic sausages.

We have shown that dry sausages are products, which may be suitable carrriers for probiotics. Evi-
dently, L. casei 01 (Sacco, Italy) was well adapted to dry sausages environment and could have inhibi-
tory effect on microorganisms producing BA.
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