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ABSTRACT

The aim of this work was to study the effect of lpatic bacterial.. casei on the content
biogenic amines in dry fermented sausages ,Papriiek&n from two different producers.
Probiotic bacterid.. casei was combined with starter culturexaphylococcus carnosus and
Lactobacillus curvatus). To monitor the biogenic amines tyramine, histamiputrescine and
cadaverine, HPLC method with UV detection was u3dxrk content of biogenic amines was
monitored during fermentation (0-28 days) and gfer@8-49) of fermented sausages. In both
producers, the numbers bf casei reached 1D CFU/g during the fermentation (0-28) and
they remained relatively constant during the ster§®8-49). We also observed the total
numbers of LAB, which reached 200 CFU/g during the first 14 days of the fermentation
and then were about 300" CFU/g during the rest of the fermentation andajer A positive
influence on the reduction of biogenic amines waseoved in both producers except for the
producer No. 2, where a higher number of putreseimas found in comparison with the
situation when no probiotic culture was added.
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Jednim z nejilezitéjSich aspekt pii vyrob¢ fermentovanych saldimje typ pouzité
startovaci kultury. Ovliiuji hlavre kvalitu vyrobku (chutnost, barva, textura, Udranodsah
nitrati), nezavadnost vyrolik(minimalizace rizik spojenych s vyskytem patogjea vyrobni
postup (zkraceni doby zrani a standardizace doégiz{Napravnikova, 2005). Startovaci
kultury jsou smisi prevazrie bakterii ml€éného kvaSeni Liactobacillus, Pediococcus) a
kataldza-pozitivnich kak (Staphylococcus, Micrococcus), namichané dle pozadovanych
finalnich vlastnosti vyrobku (Licke, 2000).

V poslednich letech se intenzivekouma moznostimavani probiotickych kultur do
fermentovanych salaim Je prokazano, Zgipravidelné konzumaci v dostéteém mnozstvi
probiotika vyrazg ovliviuji stevni mikrofloru hostitele a maji tak pozitivni viiwa jeho
zdravi (Fuller, 1997). Probiotické bakterie, ktegednes pouzivaji v konteich produktech,
pati hlavné do rodi Lactobacillus a Bifidobacterium (Heller, 2001).

K toxikologicky nejvyznam@Sim biogennim amiim pati tyramin, histamin,
kadaverin a putrescin. U masnych vyralskdlouhou dobou zranitke dochazet kipmené
volnych aminokyselin na toxické biogenni aminypa &innosti mikrobialnich dekarboxylaz.
Ve fermentovanych masnych vyrobcich mohou byt ndkganismy s dekarboxylazovou
aktivitou pritomny jako sodiast girozené mikroflory nebo startovaci kultury (Sheétyal.,
2006). Tvorks biogennich amii ve fermentovanych salamech lze zabranit pouzitim
vybranych startovacich mikroorganismkteré netvéi biogenni aminy a zaroiejsou
schopny potléovat fist grirozené mikroflory s dekarboxylazovou aktivitou g&ua Gardini,
2003). Take p planovaném pouziti probiotickych kultur pro vyrofermentovanych potravin
je schopnost tvit biogenni aminy nezadouci (Burdychova a Dohna08).

MATERIAL A METODIKA

Zakladni surovinu pro vyrobu fermentovaného salajRaprikas” tvdilo 20%
howziho, 80% vefpvého masa a sadla, 4 % kutbké soli, 6,6 % dextrosy, 2,4 %
dusitanoveé solici sési, 0,65 % E316, 8,8 % sisi kareni (pep cerny mlety, kiebicek mlety,
glutaman, ¢esnek granulovany, h&icna mouka), 0,25 % startovaci kultury FU2 ésm
Lactobacillus curvatus, Staphylococcus carnosus) a 0,25 % probiotické kultury. casei
(Sacco, ltalie). U kontrolnich vyrob (kontrola 1 2) nebyly pouZity probiotické
mikroorganismy. Zamichané dilo bylo narazeno danvabvych stev, které byly vlioZzeny do
forem a klimatizovany na 26-27 °C 5 hodin. V daldroku byly salamy vyjmuty z forem,
omyty a zauzeny v udiénpii 26—24 °C po dobu Sesti dra poté dany do zraci komory
k dosousSeniip11-13 °C (relativni vihkost vzduchu 75 %) po dabtb tydri.

Pro detekci biogennich aniinbylo navazeno 10 g kazdého vzorku do plastové
zkumavky. Ke kazdému vzorku bylfigano 500 pl roztoku vrmiho standardu 1,7-
diaminoheptanu (1 mg/ml). Dale bylgiggno 15 ml 5 % kyseliny trichloroctové a kazdy
vzorek byl d¥¢ minuty vortexovan na vortexu Heidolph Diax 900 idtéph Instruments,
Némecko). Patrony se vzorkem byly po dobu 10 minudfredovany i 3000 ot./min pi 4
°C. Supernatant byl filtrovani@s papirovy filtr (Filtrak no. 390) do 50 ml odmé baiky,



jejiz obsah byl dopkn 5 % kyselinou trichloroctovou. Cely postup selapal frikrat. 1 ml
filtratu byl odebran do violky, smichdn s 0,5 mtuisavané NaHC®@a derivatizovan 1 ml
acetonového dansylchloridu (5mg/ml)po dobu 1 hodgifiy0 °C. Nadbytek nezreagovaného
¢inidla byl odstragn reakci s 250 pl 10mM NH Derivatizované biogenni aminy byly
extrahovany diethyletherem (3x1 ml), extrakt bylpa@n pod dusikem, a bylo kému
piidano 500 pl acetonitrilu. Biogenni aminy byly sisany pomoci HPLC s UV detekci.

Odker a zpracovani vzorku pro mikrobiologické vy®eti bylo provedeno dle
platnych CSN norem. Bakterie mé@ého kvaseni (LAB) byly izolovany na MRS agaru
(Merck, Némecko). Pé¢ty L. casel byly stanoveny na MRS agaru (Noack, Francie)s lodrsa
112 mg/l moxalactamu (Sigma-AldrichghMecko). Misky byly inkubovany anaerabpii 37
°C po dobu 3 din

VYSLEDKY A DISKUSE

Pozitivni &inky probiotickych bakterii na lidsky organismusvish na schopnosti
probiotik zistat Zivotaschopné a kolonizovat povrch #dutidského steva (Shetty et al.,
2006). Aby bylo dosaZeno kladnychiriki na lidské zdravi jei¢ba zkonzumovat 1@z 16
Zivotaschopnych buik probiotickych bakterii der# coZz znamena alespd 00 g potraviny s
minimalnim obsahem 1 milion probiotickych bakteril g nebo 1 ml (Shah, 2000).

U obou vyrobé doséhly peéty L. casei v prabehu zrani (0-28 di) hodnot 18 CFU/g
a v piibéhu skladovani (28-49 dh zastaly pongrné konstantni (Obr.1). Rty L. casel
mohou byt ovliveny piitomnosti soli, nelibje znamo, Ze probiotické kultury jsou citlivé na
siul (Andersen, 1998). Byly sledovany také celkovétpd AB, které Ehem prvnich 14 dn
zrani dosahovaly hodnot 200° CFU/g a v dal$im fibshu zrani a skladovani se pohybovaly
kolem 10-10" CFU/g (vysledky neuvedeny).
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Obr. 1 Pocty L. casei ve fermentovaném salamu ,Paprikds“ v prdbéhu zrani a skladovani;
m vyrobce 1, evyrobce 2
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fermentovanych masnych vyrobcich je
charakteristick4 zrima variabilita. Salamy se srovnatelnymi mikrobiaddgmi profily se
mohou liSit v obsahu biogennich arjmeba’ tvorba &chto slodenin je vysledkemsobeni
celé rady faktofi (Suzzi a Gardini, 2003). Kroin enzymatické aktivity fitomnych
mikroorganisni je pfitomnost biogennich amirdana take fyzikakchemickymi vlastnostmi
vyrobku (pH, aw, volné aminokyseliny) a technoldgimi podminkami (teplota, startovaci
mikroorganismy, hygienicka kvalita surovin a vyrdm prostedi).

V nasi studii jsme analyzovali salam typu ,Paprikp8chazejici od dvoutznych
vyrobai. Mezi vyrobci byly zaznamenany zZmeé rozdily, ale pouze v hodnotacékterych
biogennich amiin (hlavre u kadaverinu). Tvorba tohoto biogenniho aminupsguge hlavig s
dekarboxyldzami mikroorganisnteledi Enterobacteriaceae (Shetty et al., 2006 rozdil mezi
vyrobci lze proto vysétlit napiiklad horSi hygienickou kvalitou surovin u vyrobt€Obr. 2 a
3). Zatimco mnozZzstvi histaminu bylo ve vSech satimeanedbatelné (do 4,1 mg/kg),
nejvyssich hodnot dosahovaly koncentrace tyramaiu 442 mg/kg). Histamin je tien
hlavre ¢eledi Enterobacteriaceae, avSak tyramin tvid i nekteré LAB, Wetnd nékterych
kmeni L. curvatus adalSich kmef roduLactobacillus (Suzzi a Gardini, 2003
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Obr. 2 Biogenni aminy béhem zrani (0-28) a Obr. 3 Biogenni aminy béhem zrani (0-28) a
skladovani  (28-49) v saldmech typu skladovani  (28-49) v saldmech typu

Z i

.Paprikds" u vyrobce ¢. 1 .Paprikds" u vyrobce €. 2

(A) koncentrace tyraminu, (B) koncentrace (A) koncentrace tyraminu, (B) koncentrace
putrescinu, (C) koncentrace kadaverinu, (D) putrescinu, (C) koncentrace kadaverinu, (D)
koncentrace histaminu koncentrace histaminu

m FU2, ¢kontrola m FU2, ¢kontrola



ZAVER
Probioticka kultural.. casel (Sacco, ltalie) se ukazala byt v kombinaci s pwZi
startovaci kulturou v trvanlivém fermentovaném salajako velmi vhodna, vzhledem k

prokazatelnému dinku na sniZeni obsahu biogennich amanto u obou vyrohic Pouze v
jednom pipact se toto nepotvrdilo.
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