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ABSTRAKT

V této praci byla zkoumédna mikrofléra fermentovaného masného vyrobku (Paprikas) vy-
robeného dvéma odlisnymi technologiemi — klasickou a Quick-Dry-Slice (QDS) technolo-
gii. Cilem bylo zhodnotit druhové zastoupeni a rust technologicky vyznamnych mikroor-
ganizmil V prub¢hu vyroby a skladovani salami. K tomu bylo vyuzito kultiva¢nich metod
i techniky PCR-DGGE. Soucasti prace byla optimalizace izolace bakterialni DNA
z potravin. Také byly nalezeny dva tiseky genu pro 16S rRNA a k nim vhodné gradienty
denatura¢nich cinidel poskytujici dobré vysledky. V saldmech byla prokazand vyrazna
dominance bakterii mlé¢né¢ho kvaseni v prubéhu celého obdobi zrani i1 skladovani. QDS
proces a baleni salamt v modifikované atmosféte (70 % CO, + 30 % O,) prodlouzilo Zivo-
taschopnost mikroorganizmil. U vSech vzorki byly nejcastéji identifikovanymi bakteriemi
Lactobacillus curvatus a Lactobacillus sakei. Jiné bakterialni rody, krom¢& laktobacild, se
nepodafilo stanovit. Dal§i vyzkumna ¢innost by se proto méla zaméfit na hledani dalSich

vhodnych tsekt genu pro 16S rRNA.

Kli¢ova slova: fermentované masné vyrobky, mikroflora, Quick-Dry-Slice, PCR-DGGE

ABSTRACT

In this work, the microflora of fermented meat products (Paprikas) produced by two diffe-
rent techniques (classical and Quick-Dry-Slice) was investigated. The aim was to evaluate
species diversity and growth of technologically important microorganism during producti-
on and storage of fermented meat products. The cultivation methods and PCR-DGGE
technique was used. One part of this work was targeted to optimize isolation of bacterial
DNA from foods. Two sections of the 16S rRNA gene and thereto appropriate gradients
of denaturating agents were also found. These parameters gave the best results. The lactic
acid bacteria were dominante in sausages during the whole period of maturation and sto-
rage. The QDS process and packaging sausages in modified atmosphere (70 % CO, + 30 %
0,) extended viability of microorganisms. The Lactobacillus curvatus and Lactobacillus
sakei were most frequently identified bacteria in all samples. Other bacterial genera weren't
determined in sausages, only lactobacilli. Next research should therefore focus to finding

another appropriate sections of the 16S rRNA gene.

Keywords: fermented meat products, microflora, Quick-Dry-Slice, PCR-DGGE
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UvVOD

Fermentované masné vyrobky (FMV) jsou vyznamnou soucasti masného priamyslu. Jenom
v Ceské republice se jich vyrobi asi 20 tun ro¢né. Z tuzemskych vyrobkt jsou nejznaméj-
Simi saldmy Polican, Herkules nebo Lovecky salam, z klobds je to napiiklad Dunajska
¢i Gombasecka klobasa. Vyroba FMV je vsak celosvétovou zalezitosti. Diky tomu existuje
nepieberné mnozstvi vyrobku liSicich se surovinovou skladbou, obsahem ptisad, velikosti,

typem obalového stieva a podminkami zrani.

wevr

vana vybéru surovin. Celou vyrobu znatelné prodrazuje nékolika tydenni zrani a suSeni
vyrobkil v komorach s fizenymi podminkami. Vyrobci proto hledaji zptsoby, jak minima-
lizovat néklady na vyrobu FMV pfi soucasném zachovani jejich smyslové charakteristiky.
V poslednim desetileti pomaha k feseni této otazky moderni technologie Quick-Dry-Slice,
ktera umoznuje zkratit dobu suseni na pouhé desitky minut a ktera si nasla své piiznivce

1 mezi ¢eskymi zpracovateli masa a uzenin.

Dtvodem vysoké obliby FMV jsou bezpochyby jejich senzorické vlastnosti. Ty se utvari
Vv pritbéhu fermentace a zrani diky rozsahlym mikrobidlnim procestim. Je zndmo, Ze existu-
je silna vazba mezi chuti a viini FMV a druhovym sloZenim mikroflory. Je vSak také nutné
porozumét Vlivu podminek vyroby na rist mikroorganizmi vyznamnych pro FMV
a na jejich aktivitu v riiznych fazich zrani. Je potieba identifikovat faktory ovliviyjici dy-
namiku zmén v druhovém zastoupeni mikroorganizmii a rovnéz popsat vzajemné interakce
jednotlivych mikrobialnich druhti. Tyto poznatky poté mohou nalézt uplatnéni pfi navrhu
technologickych postupi, které povedou k ziskani produktu s poZadovanymi senzorickymi

vlastnostmi. Pravé toto je jeden z diivodii, pro¢ vznikla tato prace.

Kultiva¢ni metody tradicné vyuzivané ke studiu mikroflory potravin jsou doprovazeny
fadou uskali, jako je obtizna a Casto také nepiesna identifikace mikroorganizmu na trovni
druhu. Dalsi omezeni se tyka nekultivovatelnych druht. Tyto problémy pomohlo vytesit
zavedeni molekularné biologickych metod, které umoziuji ziskat ucelenéjsi informace
o mikrofléfe fermentovanych potravin. Tato prace vyuziva k identifikaci mikroorganizmt
ve FMV polymerazovou fetézovou reakci (PCR) ve spojeni s denaturacni gradientovou
gelovou elektroforézou (DGGE). Vlastnimu stanoveni piedchazi optimalizace podminek

DGGE v¢etné optimalizace izolace bakterialni DNA. Diky tomu miZe tato prace poslouzit

jako vychodisko pro dalsi vyzkumnou ¢innost v oblasti mikroflory FMV.
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. TEORETICKA CAST
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1 MASNE VYROBKY A JEJICH ZAKLADNI ROZDELENI

Na zacatek je vhodné definovat pojem ,,masny vyrobek®. Nejpiesnéjsi definici mizeme
nalézt v Nafizeni Evropského Parlamentu a Rady (ES) ¢. 853/2004, podle kterého jsou
masnymi vyrobky zpracované vyrobky ziskané zpracovanim masa nebo dal$im zpracova-
nim takto zpracovanych vyrobkl, takze z fezné plochy je zifejmé, ze produkt pozbyl znakt
charakteristickych pro Cerstvé maso [1]. SkuteCnost, Ze sortiment masnych vyrobku
je velmi rozsahly, si vyzadala rozdé€leni této komodity do n€kolika skupin, jejichz prehled
spolu s definicemi je uveden ve Vyhlasce ministerstva zemédélstvi ¢. 69/2016 Sh. ve znéni

pozdé&jsich predpisi. Konkrétné se jedna o tyto skupiny masnych vyrobku:
e tepelné opracovany masny vyrobek
e tepelné neopracovany masny vyrobek
e tepelné neopracovany masny vyrobek pro tepelnou tipravu
e trvanlivy tepeln€ opracovany masny vyrobek
e trvanlivy fermentovany masny vyrobek
e Kkonzerva
e polokonzerva [2].

Jelikoz prfedmétem studia této prace je pouze trvanlivy fermentovany masny vyrobek,
je vhodné blize specifikovat pravé tuto skupinu masnych vyrobki. Jedna se tedy o vyrobek
tepelné neopracovany uréeny k piimé spotiebé, u kterého v pribéhu fermentace, zrani,
suseni, popfipad¢ uzeni za definovanych podminek doslo ke snizeni aktivity vody na hod-
Notu awmax) = 0,93, s minimalni dobou trvanlivosti 21 dni pfi teploté plus 20 °C a za pfi-

padné dalsich skladovacich podminek [2].
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2 TECHNOLOGIE VYROBY FERMENTOVANEHO MASNEHO
VYROBKU

Vyroba fermentovaného masného vyrobku (FMV) je v mnoha krocich jedine¢na. Hlavnim
charakteristickym znakem vyrobniho procesu je faze zrani, kterd zahrnuje fermentaci
a suseni. Pfedpokladem pro zrani FMV je vhodnd surovinova skladba, kterd je rovnéz

pro tuto skupinu vyrobkut charakteristicka [3].

2.1 Suroviny pro vyrobu fermentovaného masného vyrobku
Maso

Zakladni surovinou pro produkci FMV je maso. Zpravidla se jedna o maso jatecnych zvi-
fat. V zapadni a stfedni Evropé je upfednostiiovano maso vepiové a hovézi. Jinde ve svété

vyuzivaji hojn¢ i maso konské, skopové, kriti a dal$i, u nas jiz méné znamé druhy [4].

V klasické receptuie je masova slozka rozdélena na jeden dil libového vepfového masa
a jeden dil libového hovéziho a je dopInéna jednim dilem kvalitniho vepfového sadla. Ros-
touci cena hovéziho masa vSak pifiméla vyrobce FMV nahrazovat vétsi ¢i mensi ¢ast tohoto
druhu masa masem vepfovym, které je cenové vyhodné&jsi. PouZiti masa strojné oddélené-
ho, driibeziho masa strojné¢ oddéleného, rostlinnych a jinych zivocéisnych bilkovin a vlak-

niny do tradi¢nich FMV je zakazano [2, 4].

Je v celku ziejmé, ze kvalita suroviny pfimo ovliviiuje vlastnosti kone¢ného produktu. Vy-
robci nejcastéji voli maso dobie vyzralé, neboli maso ,,normalni“. Z finan¢nich dtvodu
je v8ak mozné pouzit také maso s vadami, tzv. maso PSE (bledé, me&kké, vodnaté), nebo
DFD (tmavé, tuhé, suché), které je levnéjsi. Pro vyrobu FMV je v tomto piipadé vhodné&jsi
maso PSE, které snadno uvolfiuje vodu, ktera se tak mize rychleji odpafovat béhem zrani
masného vyrobku. I ptes tyto vyhody je moznost vyuziti PSE masa omezend, coz potvrdil
uz pred tiiceti lety ve své studii Hechelmann [7], ktery doporucuje maximalné 25% podil
PSE masa v masové sloZce, a tak je stale pfevazujici surovinou pro vyrobu FMV maso
normalni. Toto maso by v idedlnim piipadé mélo pochazet ze starSich zvifat, protoze

je tmavsi a obsahuje mén¢ vody [4, 5, 6, 7].

Fermentované masné vyrobky neprochazi béhem vyrobniho procesu zadnou tepelnou
upravou a tak je dal§im dalezitym kritériem pii vybéru surovin pro jejich vyrobu mikrobio-
logicka kvalita masa [6]. Feiner [8] uvadi jako optimalni pocet kolonie tvoticich jednotek

(CFU) 10% a7 10° na 1 gram masa. Za horni hranici se povazuji poéty 10° CFU/g masa.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

Podle Kamenika [9] je mozno pokladat za velmi dobry stav kontaminaci povrchu celosva-
lovych mas (kyty, plece) v fadech 10° — 10* CFU/cm?. U vysoce kontaminované suroviny
existuje vyssi riziko, ze nékteré z pritomnych mikroorganizmi piekonaji bariéry, které jim
jsou v prub&hu vyrobniho procesu kladeny do cesty, a finalni produkt poté bude vykazovat
senzorické odchylky a v hor§im pfipad¢ bude ohrozena jeho zdravotni nezavadnost. Nej-
Cast&jSimi patogenni mikroorganizmy spojovanymi s fermentovanym masem jsou Staphy-
lococcus spp., Clostridium botulinum, Salmonella spp., Vibrio spp. a Escherichia coli [6,
10].

Tukovi tkan

Obsah tuku se u vétsiny FMV pohybuje v rozmezi 25 az 45 % v zavislosti na preferencich
spotiebiteli v riiznych zemich. V Ceské republice mivaji standardni vyrobky, jako jsou
Poli¢an, Herkules ¢i Lovecky salam vétSinou obsah tuku do 50 %. V zemich se silnou tra-
dici kvalitnich trvanlivych fermentovanych salamt (Némecko, Francie, Italie) byva obsah
tuku v téchto produktech nizsi. Naptiklad Di Cagno et al. [11] zjistili obsah tuku v tradi¢-
nich italskych salamech Varzi a Brianza do 20 %. Na zacatku vyroby je obsah tuku vzdy

daleko nizsi a poté se zvySuje v prubéhu suseni az na kone¢nou hodnotu [5, 6, 11].

Tukova slozka FMV je zpravidla tvofena vepfovym sadlem, a sice hibetnim. Toto sadlo
je dostate¢né jadrné a tuhé, coz umoznuje vytvoieni jasné kontrastni mozaiky, ktera je vi-
ditelna na fezu hotového vyrobku. Obdobné vlastnosti ma rovnéz sadlo z kréni Casti,
tzv. hiivka. M&kké sadlo je zcela nevhodné pro vyrobu FMV. Ridky tuk obsazeny v tomto
druhu séadla je sloZen z vétSiho podilu nenasycenych mastnych kyselin a diky tomu snadné-
Ji podléha zluknuti. Pti ptipravé dila se tento tuk snadno uvoliuje z tukovych bunék a dilo
se tzv. maze. Dalsi problémy pak nastdvaji béhem naraZeni dila do obalovych sttev. Maz-
lavy tuk se zachytava na vnitini strané stfeva a vytvari tak vrstvu nepropustnou pro vih-
kost. Vysychani takovéhoto vyrobku je pak pomalé, coz nepfiznivé ovlivni konzistenci

vyrobku (mékka) a rovnéz jeho trvanlivost [6, 12, 13].

v

V dnes$ni dob¢ je snahou vyrabét potraviny s piiznivéjSim zastoupenim mastnych kyselin.
Tento trend se nevyhnul ani masnému primyslu. Moznosti jak dosahnout pfiznivéjsiho
poméru n-6 a n-3 nenasycenych mastnych kyselin v masnych vyrobcich je ptidavek oleji
s vysokym zastoupenim Nn-3 mastnych kyselin do dila (napt. Inény, fepkovy nebo rybi olej)
[14]. Pravé touto problematikou se zabyvali Pelser et al. [15] ve své studii a shodli

se s Valencia et al. [16], ze suché fermentované salamy vyrobené s ptidavkem olejii boha-
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tych na n-3 mastné kyseliny jsou vice nachylné k oxidaci lipida. Josquin et al. [14] vsak
zjistili, ze technologicky je mozné vyrobit fermentované klobasy obohacené o n-3 mastné

kyseliny z rybiho oleje, a sice S pouzitim rybiho oleje v zapouzdiené form¢.

Sal a solici smési

Stl pouzivana v masném primyslu ma nejcastéji podobu chloridu sodného. V ptipadé vy-
roby masnych vyrobki se snizenym obsahem sodiku lze jako alternativu zvolit chlorid
draselny. Je vSak nutno mit na paméti, ze draslik vyvolava vjem hoiké chuti. Kromé chuti
ma sl vliv 1 na jiné vlastnosti masa a masnych vyrobku. Ovliviiuje interakce mezi svalo-
vymi bilkovinami, takzvané je rozpousti a dochazi k jejich aktivaci, ¢imz je nasledné
ovlivnéna také textura masného vyrobku. Sil dale snizuje hodnotu vodni aktivity a soucas-
né zvyhodnuje riist grampozitivnich bakterii. Ob¢ tyto skutecnosti pfispivaji k omezeni

ristu gramnegativnich bakterii a maji tak podstatny vliv na udrznost FMV [8, 17].

Pridavek soli do masnych vyrobkt se pohybuje v intervalu od 1,5 do 2,5 % hmotnosti ko-
necného produktu [18]. V piipadé FMV je tento pridavek vyssi. Nazory na kone¢ny obsah
soli v produktu jsou vSak rozdilné. Podle Feinera [8] se dilo soli na koncentraci
2,4 — 3,0 %, coz v hotovém vyrobku pfedstavuje 3,2 — 4,5 % soli v disledku ztraty vody
béhem suseni. Honikel [19] vSak udava 2 — 4% obsah chloridu sodného ve FMV.

Sul se u vétsSiny masnych vyrobkd ptidava ve formé dusitanové solici smési. Jedna
se 0 smes chloridu sodného s dusitanem sodnym nebo draselnym, pfi¢emz obsah dusitanu
ve smési se pohybuje v rozmezi 0,3 az 0,6 %. Prvotnim Géelem pfidavani dusitanu do mas-
nych vyrobkd bylo zajisténi jejich rizové barvy i po tepelném opracovani. Ze stejného
divodu se jiz od 14. stoleti maso nakladalo do solného laku za ptidavku dusi¢nanti
(tzv. peklovani odvozené z némeckého Pokeln = nakladani). Teprve az v devadesatych
letech 19. stoleti se podarilo prokazat, ze pouziti dusitant je technologicky vyhodnéjsi,
protoze jiz neni nutna redukce dusi¢nanti na dusitany ptisobenim redukujicich enzymu la-
kové mikroflory. Vlastni pfic¢inou zachovani rizové barvy masa je reakce oxidu dusnatého
vznikajiciho z dusitand se svalovym barvivem myoglobinem. Vysledny komplex je odolny
vici oxidaci a tim je zabranéno zesednuti masnych vyrobkt. Mechanizmus téchto reakci

je znam od zacatku 20. stoleti [6, 18].

Dutvoda pouzivani dusitant v masném pramyslu je dnes v§ak mnohem vice. Dusitany pii-
spivaji k vytvoreni typické chuti a aromatu uzenin a brani oxidaci dalSich slozek masa.

Dusitanové slozky solicich smési jsou rovnéz schopné efektivné omezovat riist patogen-
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nich mikroorganizmi a tim zna¢nou meérou pfispivaji k zajisténi zdravotni nezavadnosti
masnych vyrobki. Pravé diky této schopnosti je dusitan vyuzivan v technologii vyroby
FMV jako prvni pfekazka proti nezddoucim bakteriim. ZvIasté vyznamny je také ucinek
dusitant v ochran¢ masnych vyrobku pied vyskytem klobasového jedu botulotoxinu, ktery

byl v davnych dobach pfi¢inou smrtelnych otrav z uzenin [6, 18].

V celé Evropské unii je pridavek dusitanu sodného nebo draselného fizen evropskou legis-
lativou, konkrétné nafizenim Komise (EU) ¢. 1129/2011, které upravuje ptilohu II nafizeni
Evropského parlamentu a Rady (ES) €. 1333/2008 a které stanovuje podminky pouziti pfi-
datnych latek pii vyrobé potravin. Povolenym mnozstvim je podle tohoto pfedpisu 150 mg
dusitanu na kilogram FMV, respektive 180 mg/kg pro vybrané trvanlivé masné vyrobky
jako je Vysoc€ina, Selsky salam, Turisticky trvanlivy salam, Poli¢an, Herkules, Lovecky
salam a dalsi, za podminek, jedna-li se 0 fermentovany vyrobek, podrobeni tfistupniovému
procesu fermentovani s naslednym uzenim po dobu 14 az 30 dnt. V pfipad¢ tepelné opra-
covanych trvanlivych masnych vyrobku je poZzadovano vafeni pii teploté 70 °C s nasled-

nym susenim a uzenim po dobu 8 az 12 dnu [20].
Voda

Voda, jakozto obvykla recepturni slozka vétsiny vafenych masnych vyrobkl, umoziuje
vytvofeni bilkovinného gelu a zvySuje vytéznost vyroby. Vyroba FMV je vSak naopak
zaloZena na odstraiiovani vody v procesu suseni a tak ma pfidavani vody V této oblasti
masné vyroby zcela jiny vyznam, a to usnadnéni promichani slozek dila a rozpusténi né-
kterych pfisad. V ptipad¢ vyroby celosvalovych fermentovanych vyrobkl lze vodu vyuzit
k vytvoreni roztoku soli, kofeni a dalsich ptisad, ve kterém se vyrobek ponecha nékolik dni

nalozeny. To, Ze 1ze pro tyto ucely pouzit pouze vodu pitnou, je samoziejmosti [21].

Kofeni a byliny

Terminy koteni a byliny se zpravidla poZivaji pro popis aromatickych ¢asti rostlin, kterymi
mohou byt kiira (skofice), pupeny (hiebicek), kvéty (Safran), listy (bobkovy list, Salve)),
plody (nové koteni, papriky), cibule (Cesnek, cibule), kofeny (zdzvor), nebo semena (kmin,
hot¢ice). Obecné plati, Ze kofeni je vysoce aromatické v dusledku vysokého obsahu silic,
zatimco byliny jsou na obsah esencialnich oleji chudsi a obvykle se pouZzivaji pro vytvore-
ni mirn¢ nebo jemné aromatické chuti. Kofeni a byliny se kromé chuti pouZzivaji rovnéz

pro jejich antioxidacni a antimikrobidlni vlastnosti a schopnost stimulovat rtst bakterii
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mlécného kvaseni, coz je zvlast¢ vyznamné u FMV. Cervend paprika nasla uplatnéni také

jako ptirodni barvivo [6, 22, 23, 24].

K ochuceni FMV se nejéastéji vyuziva pept. V CR je pii vyrobé tradi¢nich FMV hodné
pouzivan také kmin, hiebi¢ek a ¢esnek. Napiiklad v tradi¢énim Loveckém salamu bychom
méli nalézt kombinaci mletého ¢erného pepie, mletého hiebicku a Cesneku, ktery se zpra-
vidla dodava ve formé koncentratu. Poli¢an by navic mél obsahovat sladkou a palivou pa-
priku. Kofenici smér pro Herkules je zase slozena z ¢erného pepie, mletého kminu, korian-
dru a ¢esneku (Eesnekového koncentratu). Smés sladké papriky, specialni paprikové emul-

ze a kminu je typicka pro Paprikas [6].

Pouzivani kofeni v masném primyslu je doprovazeno fadou problémi. Zakladnim nedo-
statkem koteni je jeho nestdlost v kvalité, ktera se rtizni podle zemépisného plivodu, klima-
tickych podminek 1 zplsobu zpracovani. Rovnéz mezi jednotlivymi skliznémi lze nalézt
vyznamné kvalitativni rozdily. Velkym problémem spojovanym s kofenim je jeho pomérné
vysoké mikrobiologické znecisténi. VéEtSina téchto produktu je totiz vyrabéna v rozvojo-
vych zemich s nedostate¢nou hygienou prostiedi [22, 25]. Witkowska et al. [26] zjistili,
ze 6 druht z celkovych 30 komer¢né vyrobenych druhi kofeni nevyhovélo na obsah mezo-
filnich aerobnich bakterii. Konkrétn¢ se jednalo o kmin, zazvor, nové koteni, kurkumu,
petrzel a viibec nejvyssi mikrobialni zatizeni bylo zjisténo u fenyklu. Naopak rast mikro-
organizmu nebyl zaznamenan u hoicice, bilého pepie a papriky, ktera vsak byla tepelné
oSetiena. Vysoky byl rovné€Z obsah sporulujicich bakterii (u 80 % vzorki) [26].
V souvislosti s kofenim by se neméla opomijet ani pfitomnost patogennich mikroorganiz-
mu. Zvlasté nebezpetné jsou plisné produkujici toxické sekundarni metabolity (mykotoxi-
ny). Mezi plisné, které byly nalezeny v kofeni, patii naptiklad Aspergillus flavus, Asper-

gillus niger, Fusarium, Penicillium nebo Eurotium [27].

Alternativou v oblasti ochucovani potravinarskych produktli, masnych vyrobkt nevyjima-
Je, je pouziti kofenicich emulzi ¢i extraktd kofeni ve formé silic a oleorezind. Tyto vyrobky
se vyznacuji zna¢nou mikrobialni a senzorickou stabilitou a chutovou vyrovnanosti. Vy-

hodou je také snadnost rozptyleni do celého objemu dila [25].

Sacharidy

Cukry jsou b&znymi ptisadami do fermentovanych uzenin. Casto pouzivana je dextroza
(glukoza), sachardza, laktoza a stejné tak kukufi¢ny sirup. Hlavni ulohou téchto cukri

ve FMYV je pisobit jako substrat pro bakterie mlééného kvaseni (LAB), které tyto cukry
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pfeménuji na kyselinu mléénou, pficemz typ cukru ovliviiujice rychlost poklesu pH. Fer-
mentované salamy vyrobené za pouziti glukozy piipadné fruktoézy vykazuji rychlejsi acidi-
fikaci, nez ty, ve kterych je pouzit disacharid laktéza nebo sachardza, coz souvisi

s potiebou tyto disacharidy nejprve hydrolyzovat na monosacharidy [21, 28].

Rozhodujici pro podporu kvaseni je dextroza. Tento sacharid se v ptipadé kratce zrajicich
FMV obvykle ptidava v mnozstvi 0,5 — 0,75 % hmotnostnich v zavislosti na pozadovaném
poklesu pH. Pokud se voli misto jednoduchych cukri sachar6za, byva jeji pfidavek obdob-
ny jako u dextrézy. Laktoza se dodava v mnozstvi asi 1 % z davodt vyssi zbytkové kon-
centrace sacharidu vdile. U déle zrajicich FMV je davka cukri nizs$i. Konkrétné
je to asi 0,3 % hmotnostnich glukézy nebo sachardzy, nebo 0,5 % laktézy. Obecné mnoz-
stvi 0,1 % glukdzy ptidané do dila snizuje hodnotu pH fermentovaného vyrobku o 0,1.
Aplikace 8 — 10 g glukdzy mize tedy vést ke snizeni pH z hodnoty kolem 5,7 na 4,6 — 4,8
[6, 21, 29].

Startovaci kultury

V dnesni dob¢ je pfevazné ¢ast FMV vyrdbéna za pouziti startovacich kultur. Tyto kultury
patii zejména do skupiny LAB, z nichz nejcastéji vyuzivany je Lactobacillus sakei, Lacto-
bacillus curvatus, Lactobacillus plantarum, Pediococcus pentosaceus a Pediococcus acidi-
lactici. Vyjimkou v8ak neni ani aplikace koagulaza negativnich stafylokoki (CNS), jako
je Staphylococcus xylosus a Staphylococcus carnosus. Vlastnosti nékterych vyrobkti mo-
hou byt dany také piitomnosti kvasinkové kultury Candida nebo Debaryomyces hansenii.
K povrchovému oSetieni neuzenych fermentovanych salamt se pak pouzivaji plisfiové

startovaci kultury obvykle pattici do druhu Penicillium nalgiovense [6, 30].

Bakterialni kultury se pfiddvaji do dila pfedevSim pro svou schopnost fermentace cukra,
jejimz vysledkem je okyseleni uzeniny. Tento proces ma hlavni tlohu pfi zajistovani mi-
krobidlni stability produktu a zaroven je pfiznivé ovlivnéna jeho chut, barva a textura.
Déavkovani kultury je fizeno tak, aby bylo dosazeno poctu bakteridlnich bunék minimalné

10" v 1 gramu dila [8, 31].

Kvasinkové kultury pfiddvané do dila pfispivaji k rozvoji charakteristického vybarveni
produktl a diky schopnosti neutralizovat kyselinu mlécnou zjemnuji jejich chut. U fady
kvasinek izolovanych z FMV byla také zjisténa lipolytickd a proteolyticka aktivita, ktera
je obzvlast’ vyznamna pro tvorbu aroma. Vyznam plisni vyuzivanych v masném prumyslu

spociva v rychlé tvorb¢ bilého nebo Sedobilého mycelia na povrchu salamu, které zabranu-
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je nadmérnému vysousSeni. Dehydratace produktu tak mtize probihat vice homogenné. My-
celium také chrani tuk pied oxidaci, a to diky rozkladu peroxida a spotieb¢ kysliku. Snizo-
vani koncentrace kysliku v okoli produktu ma rovnéz vliv na barvu masové slozky. Roz-
kladem tukd, bilkovin a kyseliny mlécné piispiva piitomnost mycelia ke zlepSeni chuti
kone¢ného produktu. Bezesporny je také vyznam plisiiového povlaku v ochrané produktu

pted portstanim kontaminujicimi plisnémi [6, 32, 33].

Z diivodli vyznamnosti startovacich kultur a obecné mikroorganizmu pro vlastnosti FMV

je tato problematika vice probrana v samostatné kapitole (viz kapitola 3).

Pfedevs§im z finan¢nich divodd lze namisto bakterialni fermentace aplikovat chemické
slouceniny, kterymi se rovnéz dosahne poklesu pH dila. Chemické okyseleni vyrazné zkra-
ti dobu potiebnou pro fermentaci, tim Se snizi vyrobni naklady a ziska se tak levnéjsi pro-
dukt. Nejbézné&ji pouzivanou slouceninou je glukono-8-lakton (3-lakton D-glukonové kyse-
liny, GDL). GDL po piidavku do dila v pfitomnosti vody snadno podléha hydrolyze
na kyselinu glukonovou, ktera zpasobi rychly pokles pH. Bohuzel vysledna kvalita pro-
duktu jiz neni tak dobra jako v pfipadé klasické vyroby. Rychly pokles pH ma rychly uci-
nek na aktivitu endogennich a bakterialnich enzymu, které jsou zodpovédné za tvorbu chu-
ti fermentované uzeniny. Cinnost tdchto enzymd je tedy brzy zastavena a vysledny produkt

je chutové nevyrazny [8, 34].

Antioxidanty

Fermentované masné vyrobky jsou bohaté na lipidy, které pomérné snadno podléhaji hyd-
rolyze lipazami. Tyto enzymy jsou pievdzné endogenniho pivodu a ptednostné uvoliuji
z triacylglycerolt a fosfolipidi kyselinu linolovou a olejovou a tim vyznamné piispivaji
ke zvySovani obsahu volnych nenasycenych mastnych kyselin vV uzeninach v prabéhu zra-
ni. Tyto volné mastné kyseliny jsou mnohem vice nachylné k oxidaci nez jejich v lipidech
vazané prot&jsky. Oxidace nenasycenych mastnych kyselin béhem zrani masného vyrobku
muze byt do jisté miry uziteCnym jevem, pii kterém se vytvaieji slouceniny S pozitivnim
vlivem na aroma a chut’ vyrobku. Nepfiméfené rozsahla oxidace lipidi by vsak mohla do-
sahnout Grovné zluknuti tukt a tvorby toxickych slouc¢enin s moznym rizikem pro lidské
zdravi. Takova potravina by jiz nemohla byt povazovana za pfijatelnou pro lidskou spotie-
bu. Z téchto duvodu je potieba oxidacni procesy ve zrajicim masném vyrobku regulovat.
Toto byva Casto feSeno pridavkem piirodnich nebo syntetickych antioxidanti do masového

dila [35, 36].
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Nejcastéji pouzivanymi antioxidanty jsou kyselina askorbova neboli vitamin C, askorbat
sodny a erythorbat sodny. Tyto slouCeniny vSak nedisponuji pouze ochranou lipida
pred oxida¢nimi reakcemi. Urychluji také proces vybarveni masnych vyrobkt redukci du-
sitanu na oxid dusnaty a jeho naslednou vazbu na myoglobin a rovnéz tak stabilizuji
jiz vytvofenou barvu ve findlnich vyrobcich. Casto pouzivanymi antioxidanty v masné

vyrob¢ jsou taktéz tokoferoly znamé pod oznacenim vitamin E [6, 24].

Jak uZ bylo o nékolik fadkt vySe naznaceno, n€které druhy kofeni a bylin mohou svymi
antioxidacni G¢inky prispét k drznosti FMV [24]. Na tuto problematiku jiz bylo zaméfeno
nékolik védeckych studii. Krishnan et al. [37] prokazali antioxidac¢ni vlastnosti
extraktt z hiebicku (Syzygium aromaticum), skofice (Cinnamomum cassia), oregana (Ori-
ganum vulgare) a semen brukve ¢erné (Brassica nigra) pii hledani zpusobt prodlouzeni
udrznosti syrového kuteciho masa. Kurcubica et al. [38] nalezli velky potencial v extraktu
z Kitaibelia vitifolia pii ochrané FMV pied nezadoucimi oxida¢nimi procesy i mikroorga-

nizmy.

Proteiny

Piidavek proteinli do masnych vyrobkli miZze mit hned né¢kolik diivodu. Jednak stabilizuji
emulze, nebot disponuji hydrofilnimi 1 lipofilnimi skupinami, diky nimZ puasobi jako
emulgatory. Také zvySuji celkovy obsah proteinti ve vyrobcich, ovliviiuji chut’ produktt
a jejich konzistenci diky schopnosti vazat vodu. Z rostlinnych bilkovin mizeme v masnych
vyrobcich  nejcastéji  nalézt bilkovinu séjovou nebo pSenicnou. V Evropé
je hodné popularni také bilkovina hrachova, protoZe je v soucasné dobé vyrabéna
z geneticky nemodifikovaného hrachu. Zmifované rostlinné bilkoviny se do trvanlivych
salamt ptidavaji bud’ ve formé prasku, texturovaného proteinu, v podob¢ gelu ¢i v mraze-

ném stavu [6, 39].

V tradi¢nich ¢eskych FMV bychom vsak rostlinné bilkoviny nalézt neméli. Jejich pouZiti
neni podle vyhlasky 69/2016 Sb. ve znéni pozdéjsich piedpist v téchto ptipadech povole-
no. Omezeni se konkrétné tyka salamu Polican a Herkules, Dunajské klobasy, Loveckého

salamu a Paprikase [2].

Pridavek zivociSnych bilkovin do masového dila fermentovanych salamt se mize realizo-
vat ve formé kuizové emulze z vepiovych kuzi, které jsou levnym zdrojem kvalitnich kola-

gennich bilkovin. Tyto emulze se ziskavaji macenim veprovych kazi v roztoku organic-
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kych kyselin. Pro trvanlivé masné vyrobky se doporucuje kizovou emulzi pted pouzitim

zmrazit [6].

Obalova stieva

Soucasti technologie vyroby FMV je plnéni dila do obalovych stfev. Tato stfeva mohou
byt pfirodniho pivodu nebo uméla. Pfirodni stfeva jsou upravena zviteci stieva ziskana
pfi porazce. Um¢la stieva jsou vyrobena z celuldzy, kolagenu nebo syntetickych materilt.
Stieva urcuji tvar masnych vyrobku, zajist'uji soudrznost masového dila v pribéhu nasled-
ného zpracovani, distribuce a ptipravy ke konzumaci a podili se na ochrané¢ produktu bé-

hem skladovani [40, 41].
Obalova stfeva pro masné vyrobky obecné musi spliiovat pfedevsim tyto parametry:

1. jednoduchéa manipulace pii plnéni,
2. pevnost a stabilita pfi plnéni,

3. vysoka spolehlivost s ohledem na produkci a hygienu.

Pti vyrobé trvanlivych masnych produkti je navic kladen pozadavek na propustnost stfev
pro vodni paru, plyny a piipadné slozky koufe. Pti zrani je pak dulezita schopnost obalu
se smrStovat spolu se zménami objemu saldmu. Tyto podminky spliluji stieva pfirodni,

celuloézova a kolagenni [6, 40].

Ptirodni stfeva pochéazeji zejména z tenkého a tlustého stfeva, mocového méchyte, Zaludku
a rekta ovci, koz, prasat, skotu a koni. Vyuziti t€chto materialti se zna¢né lisi stat od statu
a Vv zavislosti na typu vyrobku. U nds se pfevazné zpracovavaji tenkd vepiova stieva,
a to pro produkci trvanlivych klobas. Tyto vyrobky se pfed konzumaci nemusi loupat,
protoze stiivka jsou jedla a to je jejich nesporna vyhoda. Naopak velkym problémem pfi-
rodnich stfev byva jejich znacné mikrobidlni zatiZeni, které v zavislosti na stavu vychozi
suroviny a podminek zpracovani mize dosahovat hodnot 10* az 10’ CFU/g. Mikrobidlni
populaci ptirodnich stiev z prasat, skotu a ovci tvofi prevazné zastupci rodu Staphylo-

coccus, Lactobacillus, Bifidobacterium, Vagococcus a Clostridium [6, 40, 41, 42].

Celul6zové obaly na bazi zpevnéné vlakniny (tzv. fibrousova stfeva) jsou velmi vhodnym
umélym stfevem pro vyrobu trvanlivych produktl. Jsou mechanicky odolna, rozsituji
se ponofenim do vody, béhem vysychani se zase smrst'uji a propousti plyny, kouf a vodni

pary. Dalsi vyhodou tohoto typu stfev je kalibrovany pramér, potiskovatelnost, Siroka ba-
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revnd Skala a mikrobidlni stabilita. VSechna obalova stfeva na bazi celuldzy je vSak nutné

pted spotitebou z produktu odstranit [6, 40, 41].

Vychozi surovinou pro vyrobu kolagennich neboli klihovkovych stiev je Stipenkova kli-
hovka, tj. spodni vrstva kaze, ktera ztstava jako vedlejsi produkt po Stipani v kozeluznéch.
Tato stieva vynikaji propustnosti pro vodni paru a slozky kouie a dokonalou pfilnavosti
k povrchu dila. Vyrobku tak proptjcuji pfirozeny vzhled. Pozitivni je také zanedbatelna
mikrobidlni kontaminace, kalibrovany pramér a stravitelnost stiev. Drobnym negativem
klihovkovych stiev je mensi pevnost oproti obaliim ze zpevnéné celuldzy. Tato nevyhoda

je vsak kompenzovana mnohem pfijatelnéjsi cenou [6, 40, 41].

2.2 Proces vyroby fermentovaného masného vyrobku

Vyroba trvanlivych fermentovanych uzenin neni viibec jednoduchou zaleZitosti. Vlastné
se V technologii zpracovani masa jedna o jednu z nejnaro¢néjsich vyrob. K tomu, aby zpra-
covatel ziskal opravdu kvalitni produkt, musi disponovat nejen dobrym strojnim vybave-
nim, ale musi rovnéz dbat na vybér jakostni suroviny a k tomu navic potiebuje dostatek

znalosti a zkuSenosti [3].

Cely technologicky postup klasické vyroby FMV je schematicky znazornén na Obrazku 1.
Jednotlivé technologické kroky na sebe plynule navazuji bez zbytecnych prodlev [3].

1. Vybér a piiprava suroviny —"g 2. Mélnéni, michani
maso a tuk Y maso + tuk + piisady (dusitanova solici
smés, koteni, cukry, startovaci kultury,
antioxidanty, proteiny)

iy

3. Narazeni dila a uzavirani stiev
+ pfirodni/uméla streva

Povrchové oSetfeni
+ protiplisiové ptipravky [~~~ J L

Povrchové oSetfeni  |---—————- :21: 4. Fermentace A ZE .
> esuché FMV: 12-24 °C, 1-7 dnt

et =%« polosuché FMV: 25-35 °C, 1-2 dny

Uzeni L--" J L

+ udirensky kouf

5. SuSeni
e such¢ FMV: pomalé susenti,
10-15 °C, 4-12 tydna
6. Baleni pro maloobchod e polosuché FMV: rychlé suseni,
+ obaly + etikety 5-16 °C, 2-40 dni

Obrazek 1: Proces vyroby trvanlivych fermentovanych masnych vyrobkii [3, 43]
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2.2.1 Vybér a priprava suroviny

Maso pro vyrobu FMV musi pochazet ze zdravych dobie krmenych zvitat. Hovézi maso
je vyborné pro vyrobu polosuchych trvanlivych masnych vyrobki, vepfové se hodi vice
pro suché trvanlivé saldmy. Nejvhodnéjsi je pouziti masa s nizkym pH. Hovézi maso
by mélo mit pH na hodnotach 5,4 — 5,5, veprové kolem 5,7 — 5,8. Maso se pted zpracova-
nim musi vykostit a zbavit §lach a mékké intramuskularni tukové tkané. Hibetni vepiové

sadlo se u vétsiny produkti pouziva Cerstvé [40, 43].

Maso i tuk se pted pouzitim chladi nebo mrazi v zavislosti na zvolené technologii ptipravy

masového dila (viz kap. 2.2.2. MéInéni a michani) [43].

2.2.2 Mélnéni a michani

V zésadé¢ existuji dva zpisoby pfipravy dila FMV. V prvnim pfipadé probihd mélnéni
a michani surovin v kutru, druhy zptisob vyuziva k rozmélnéni masa na pozadovanou veli-

kost zrna fezacku a vlastni michani surovin pak probiha v michacce [6].

Kutr je zatizeni skladajici se z pomalu otacejici se misy a na htideli pfipevnéné sady rychle
rotujici nozu, které rozsekavaji maso a tuk a soucasné vznikajici dilo promichavaji. Rela-
tivni rychlost otaéeni misy a nozt urcuje velikost ¢astic masa a tuku. VétSina produkti

stiedni a severni Evropy je mélnéna na velikost zrna 0,8 — 3 mm [6, 43].

Nejvétsim problémem kutrd je zahtivani dila v pribéhu jeho piipravy. Teplota smési
by se méla udrZzovat na -4 az -1 °C. Toho se dosahuje davkovanim séddla nebo masa s vyso-
kym podilem tuku (napf. boky) ve mraZeném stavu o maximalni teploté -10 °C. Maso li-
bové se pak pouziva vychlazené piiblizné na 1 °C. Udrzovani uvedené teploty dila je vy-
znamné pro prevenci mazani tuku z ¢astic sadla. Pti teplotach vysSich nez 0 °C by uvoliu-
jici se tuk ucpaval kapilary vytvotrené ve struktuie dila a mazal by se na sténu obalovych
stfev pri narazeni. Obé¢ tyto skutecnosti by zna¢né znesnadnovaly transport vody ze stiedu
vyrobku k povrchu a jeji odpar v priabéhu suseni. Doba suseni by se tak prodluzovala
a udrZznost vyrobku sniZzovala. Souc€asti prevence zahtivani dila je také pravidelné ostieni

nozu a neptepliiovani misy kutru [6, 8, 40, 43].
Vlastni postup pfipravy dila v kutru je mozné rozd¢lit do nékolika kroki:

1. nasekani velkych kust libového masa,

2. davkovani startovaci kultury a kratké promichani,
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3. pridavek zmrazeného tuku spolu skofenim a cukry a pokracovani v sekani
pfi stfedni rychlosti, dokud se nedoséhne pozadované velikosti ¢astic tuku,
4. nakonec piidavek dusitanové solici smési a michani dila pii nizké rychlosti po dobu

Sesti az osmi otac¢ek za minutu [40].

Pfi vyrobé salamu s vétsi velikosti zrna (4 — 13 mm a vice) je vhodnéjsi zvolit technologii
s mélnénim suroviny na fezackach a michanim dila v michackach. Libové maso musi
byt dikladné vychlazené (1 °C) nebo dokonce mirné zmrazené. Sadlo by mélo byt taktéz
zmrazené, aby se dosahlo stejnomérnych ¢astic tuku v dile. Nejprve je zmrazena a vytem-
perovana surovina mleta ptes desky o priméru 13 — 20 mm, poté je dopravnikem piivede-
na do michacky, kde je smichana se vSemi piisadami. Po kratkém promichani je dilo pre-
sunuto do druhé fezacky, kde je redukovana velikost zrna na finalni podobu. Dopravnikem

je dilo transportovano k zavére¢nému promichani do dalsi michacky [6, 40].

2.2.3 Narazeni dila a uzavirani stiev

Ptipravené masové dilo je naraZzeno do prirodnich nebo umélych stiev pomoci specidlniho
plniciho stroje, tzv. nardZecky. I pfi tomto procesu je kladen dlraz na spravnou teplotu
dila. Ta zavisi na slozeni a struktufe dila, dale na pouzitém obalovém stievé a zplsobu
plnéni. Bézné postacuje teplota dila kolem -1 az -2 °C. Teploty pod -4 °C se jiz nedoporu-
¢uji, nebot’ pfi nich zac¢ina smés Vv plnicce tuhnout a dopraveni dila do obalu se tak stava
problematické [6, 43].

NaraZeni dila je potfeba provést tak, aby se minimalizoval vyskyt vzduchovych kapes
ve vyrobku. Toho se dosahuje pouzivanim vakuovych nardzecek a plnénim stiev
jak jen to je mozné. Nepiitomnost kysliku v narazeném dile je dilezita z hlediska spravné-
ho vybarveni masného vyrobku a zajisténi jeho kompaktnosti a dlouhodobé trvanlivosti [6,

40].

Naplnéna stfivka jsou nejcastéji na sponovacich automatech uzavirana plastovymi nebo
hlinikovymi klipsy. Nektera zatfizeni jsou schopna také ptipevnit smycky pro zavéSeni vy-
vych vyrobki je pretoceni stiivka nebo vytvoreni uzlu. PietaCeni se pouziva pii uzavirani
drobnych vyrobki, jako jsou parky, klobasy a vyjime¢né jitrnice a je aplikovatelné pouze
na skopovd, veprovd a kolagenni stfeva. Ruénim uzlem Ize uzavfit kazdé strevo,
ale je to nehospodarné a nevzhledné a proto se tento zptsob pouziva pouze pro koncové

uzavirani parkt ¢i klobas. Dal§i moznosti uzavirani stiev je vazani provazkem, diive po-
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mérné¢ namahava a zdlouhava prace, ale dnes diky efektivnim vazacim strojim velmi per-

spektivni zptsob [6, 44, 45].

Pted vlastnim narazenim je nutné vénovat také dostateCnou pozornost ptipravé obalovych
sttev. Pfirodni stfivka se uchovavaji v solném nalevu nebo nasolena nasucho, piipadné
ve zmrazeném stavu. Solend stfeva je pred plnénim nutno zbavit ulpélé soli omytim stude-
nou vodou. Nasucho solena stfivka musi byt macena ve vod¢ po dobu nékolika hodin,

aby ziskala potiebnou pruznost [40, 41].

2.2.4 Fermentace a zrani

Bezprostifednim cilem tohoto Gseku vyroby FMV je zahajeni fermenta¢nich procest zajis-
ténim optimalnich podminek pro rast fermentujicich bakterii a umoznéni odparu vlhkosti
z masného vyrobku. Cerstvé naplnéné salamy jsou na udirenskych vozicich umistény
do zraci komory s kontrolovanou teplotou, relativni vlhkosti vzduchu (RVV) a rychlosti
proudéni vzduchu. Zde budou podrobeny fermentaci a zrani a v pfipadé modernich kombi-

novanych komor i suSeni [6, 40, 43].

Jelikoz se teplota pravé narazenych salamt pohybuje pod bodem mrazu, je nékterymi od-
borniky doporucovana pied jejich transportem do zraci komory asi tii hodinova temperace
pii mirné teploté mistnosti. Temperaci je vSak moZno provést pfimo ve zraci komote pied
zapocetim vlastni fermentace. Béhem této tzv. vyrovnavaci faze je teplota v komoie nasta-
vena na 16 — 22 °C, RVV na 60 — 70 % a rychlost proudéni vzduchu na pftiblizné 0,8 m/s.
Nizka RVV v komofe brani nadmérné kondenzaci vody na povrchu salaml v disledku
rozdilnych teplot prostfedi a vyrobkd. Regulace kondenzace vody je dilezitd z duvodi
ekonomickych (piebyte¢na vlhkost zvySuje naroky na suseni) i kvalitativni (voda vyplavu-
je z povrchovych vrstev vyrobku barvivo myoglobin, tyto ¢asti jsou v dasledku toho nedo-
statecné vybarveny). Vyrovnavaci obdobi zpravidla trva 1 — 6 hodin v pfimé zavislosti

na prumeéru salamu a stupni naplnéni komory [6, 8, 40].

V druhé fazi se musi RVV v komoie zvysit na 92 — 95 % a teplota upravit na 18 — 26 °C,
rychlost proudéni vzduchu se zachova na 0,8 m/s. Tim se vytvoii idealni podminky pro
priubéh fermentace. Pii nastavovani jednotlivych parametrt se zohlediiuje typ pouzité star-
tovaci kultury a pozadovana rychlost poklesu pH. Obecné plati, ze ¢im vyssi teplota fer-

mentace, tim rychlejsi produkce kyseliny mlééné a tudiz i pokles pH [6, 43, 46].
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Fermentace a zrani v prvnich dnech mtize probihat ve specidlnich zakufovacich komorach,
které umoziuji uzeni zrajicich salami. Zde pobyvaji vyrobky v nasich podminkach pfi-
blizn¢ jeden tyden. Po celou tuto dobu je nutné zajistit fizeni RVV, tak aby vlhkost vzdu-
chu byla asi 0 5 % niz$i nez vlhkost vyrobki. Pti niz8i RVV jiz hrozi pfesuSeni povrchu
salami a vznik tzv. krouzku. Vyuzené vyrobky jsou poté piemistény do koneénych zracich

komor, kde v prabéhu nasledujicich 1 — 3 tydnl dozravaji a vysychaji [6, 46].

Uzeni FMV je typické hlavné pro vyrobky stiedni a severni Evropy. Kouf témto vyrobkiim
dodava specifické aroma a zabarveni povrchu a pfispiva k jejich udrznosti svym antimi-
krobialnim a antioxida¢nim ucinkem. Preventivné ptisobi piedev§im proti plisnim na po-

vrchu obalového stieva [8, 43].

K uzeni je vyuzivan studeny kouf o teploté 20 — 25 °C, ktery je vhanén do komory vétsi-
nou az po 36 — 48 hodinach od narazeni dila do stiev, kdy uz v masném vyrobku probéhly
vSechny dulezité barevné reakce. Aplikace udirenského koufe je rozdélena do intervali
trvajicich 1 — 3 hodiny. Pocet téchto intervali je uréen pozadovanou povrchovou barvou
masného vyrobku. Celkova doba uzeni pak miize byt v fddech nckolika hodin az dni
a ve specifickych piipadech mtze trvat n€kolik tydnd. Ve zavisi na priméru a typu vy-
robku [8, 40].

Specifickou skupinou FMV jsou vyrobky, které nejsou podrobeny uzeni. Tyto vyrobky
se vyznacuji delsi dobou zrani (4 — 6 tydnll), béhem které¢ povrch salami portistd plisni.
Ta se na vyrobky aplikuje ve form¢ suspenze spor, a sice ponofenim nebo postiikem.
V bézné praxi se toto provadi aZ po dvoudenni fermentaci masnych vyrobki. Pokud se tyto

vyrobky pteci jen udi, tak jesté pted aplikaci spor a velmi slabé [6, 8, 40].

Pii vyrobé FMV s plisni na povrchu nelze pouzit jakoukoli pliseii. Nékteré druhy jsou
schopny produkovat toxické latky. Presto existuje nékolik vybranych kultur plisni, které
mohou poslouzit jako startovaci kultury pro FMV. Snad nejvice pouzivanou Kulturou

je pro tyto aplikace druh Penicillium nalgiovense [8, 40].

2.2.5 SuSeni

Po fazi hlavni fermentace nastava obdobi suseni, kdy se v salamech vytvaii nejvyznamnéj-
§i faktor zajist'ujici dlouhodobou udrznost FMV, a sice nizka hladina vodni aktivity (ayw).

V pribéhu suseni se ve vyrobcich snizuje obsah vody, kterou mikroorganizmy vyuzivaji
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ke svému zivotu. S poklesem a,, klesa i aktivita mikroorganizm. Mimo toho se sniZuje

také hmotnost a objem vyrobki a zpeviuje se jejich struktura [6, 47].

SuSeni ve zracich komorach probiha pfi postupné se snizujici teploté vzduchu
na 10 — 15 °C a RVV na 72 — 75 %. Postupné snizovani vlhkosti je klicovym procesem
K umoznéni migrace vody z vnitinich ¢asti salamt k povrchu. Rychlost proudéni vzduchu
se rovn¢z zpomaluje, nikdy by vSak nemél jeho pohyb zcela ustat v ramci pfedchazeni
rastu plisni na povrchu vyrobki. Doba suseni se pohybuje v rozmezi 4 — 12 tydni a zavisi
hlavné na priméru vyrobku, typu pouzité startovaci kultury, stupni rozmélnéni dila a obsa-
hu tuku. U vyrobkt s vy$§im obsahem tuku je mozné dosahnout kone¢né hodnoty a,, rych-
leji. Maso totiz obsahuje asi 75 % vody, ale v tukové tkani je vody pouze 10 az 15 %.
Masné vyrobKy s niz§im obsahem masa tudiz obsahuji i méné vody, kterou je potieba
z vyrobku v priab&hu suseni odstranit. Na druhou stranu tuk sniZuje intenzitu suseni a chra-
ni povrch pfed nadmérnym vysusenim. FMV s plisni na povrchu vyzaduji specialni pro-
gram suseni. Plisné potfebuji ke svému ristu vyssi vlihkost prostiedi, ¢imzZ se doba suSeni

prodluzuje [6, 40, 43, 46, 47].

2.2.6 Baleni a skladovani

Prvotnim ucelem baleni je ochrana masnych vyrobkl pied mikrobialnimi a fyzikalné-
chemickymi zménami s nezadoucimi dopady na kvalitu. Obal zajistuje béhem zpracovani,
skladovani a distribuce ochranu potraviny pied kontaminaci necistotami, mikroorganizmy,
parazity, hmyzem a toxickymi latkami. Nékteré obaly mohou branit pfistupu kysliku
a svétla k balené potraviné a tim ji chranit pfed zménami barvy, viiné a chuti. Obal rovnéz

omezuje zmény vlhkosti potraviny absorpci nebo odpafovanim [40].

Nejvice rozsifenym zpiisobem baleni FMV je vakuové baleni a baleni v ochranné atmosfé-
fe. Nicmén¢ tyto zpisoby baleni nejsou vhodné pro vsechny typy FMV, a to zejména
pro masné vyrobky zrajici pod plisni. V poslednich letech se zavadi a intenzivné vyviji

také aktivni baleni, jakoZto reakce na pozadavky spotiebitelt a trhu [48, 49].

Ackoliv je v prubéhu vyroby FMV vytvotena fada bariér branicich rastu mikroorganizmt
vyvolavajicich alimentarni onemocnéni, je doporucovano uchovavat polosuché FMV
pti teplotach nizsich nez 15 °C a suché¢ FMV a vyrobky s plisni na povrchu pii teplotach
nepiekracujicich 25 °C. Nekteti odbornici dokonce uptfednostiiuji chladirenské skladovéani

téchto masnych vyrobki. Hlavnim divodem je pomalejsi prubéh chemickych reakci (oxi-
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dace lipidi a zmény barvy), nizs$i produkce biogennich aminii a niz8i pienos kysliku

ptes obalovy material za téchto podminek [48, 50, 51].

2.2.7 Quick-Dry-Slice proces

Tradi¢ni postup vyroby FMV je pomérné ¢asove narocny. Limitujicim faktorem, pokud jde
prave o ¢as, je proces suseni. Snahou vyrobct je tedy dobu suSeni zkracovat a tim snizovat
naklady na potiebné susici vybaveni, kapital a praci. Souc¢asti tohoto usili je také snizovani

urcité obavy tykajici se bezpec¢nosti FMV, hlavné co se tyce plisni a oxidace lipida [52].

Jiz pied vice nez deseti lety navrhli Comaposada et al. [53] novou technologii pro suSeni
krajenych masnych vyrobktu s nazvem Quick-Dry-Slice (QDS), kterou si nechali v roce
2005 patentovat. Cely QDS proces zacina na konci obdobi fermentace. Masny vyrobek
je nejprve zmrazen pro usnadnéni nasledného krajeni. TlouStka ziskanych platka se pohy-
buje v rozmezi 1,5 — 2 mm. Platky jsou ¢aste¢né suseny pii teploté kolem 20 °C a tlaku
niz§im nez je atmosféricky tlak (5 — 10 mbar). Doba suSeni nezbytna k dosazeni mikrobio-
logické stability produktu odpovida dobé potifebné ke snizeni hmotnosti platku 0 piiblizné
30 % (vztazeno na hmotnost pred susenim) [53]. V praxi by to pak mohlo znamenat zkra-
ceni doby suSeni na pouhych 30 minut. Po ¢aste¢ném vysuseni jsou platky FMV vakuové
baleny a dale udrzovany pii teploté 4 °C po dobu 7 dnli. B€hem této doby by se méla vyvi-
nout charakteristicka chut’” a viiné masného vyrobku. Pfi senzorickych testech vSak byly
fermentované salamy suSené procesem QDS prokazatelné méné kyselé nez vyrobky vyro-
bené tradi¢ni technologii. Mensi rozdily byly zaznamenéany také ve vini, ale béhem skla-
dovani se viné salami vyrobenych zrychlenou metodou vyvijela Kk lepsimu. Na zavér
je vhodné poznamenat, ze technologii suseni QDS Ize aplikovat nejen na syrové masné

vyrobky, ale také na tepeln¢€ opracované masné produkty, syry nebo ryby [52, 53].
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3 MIKROFLORA FERMENTOVANEHO MASNEHO VYROBKU
V PRUBEHU ZRANI A SKLADOVANI

o 24

V tomto obdobi maji rozhodujici vliv na organoleptické vlastnosti vyrobku a jeho udrznost.
Za technologicky nejvyznamné&j$i mikroorganizmy, zodpovédné za tyto procesy, jsou po-
vazovany dvé hlavni skupiny bakterii, a sice bakterie mlécného kvaseni (LAB) a koagula-
za-negativni stafylokoky (CNS) [54]. V fad¢ studii, véetn¢ té nedavné od Greppi et al.
[55], pfitom byla prokazana vyrazna dominance LAB v prib&hu celé doby zrani. V tradic-
nich italskych suchych fermentovanych uzeninach, jejichz vyroba je zalozena na pfirozené
mikrofléfe surovin a prostiedi a které si pro svou studii vybrali pravé Greppi et al. [55],
se koncentrace CNS béhem cCtyficeti pétidenniho zrani postupné zvySovala z pocatecni
3 log CFU/g na kone¢nou 7 log CFU/g, ovsem pocty LAB se jiz od tietiho dne zrani pohy-
bovaly nad hranici 8 log CFU/g. Obdobné rychly rist LAB byl pozorovan uz dfive, kdy
se jiz béhem prvnich tfi dnti fermentace masného vyrobku s pfidavkem startovaci kultury
zvysil pocet LAB z 5 log CFU/g na vice nez 9 log CFU/g [56]. Vysoké zastoupeni LAB
zaznamenali v hovézich a vepiovych fermentovanych klobasach vyrobenych na severu
Srbska bez pouziti startovacich kultur také Ducic et al. [57]. V podminkach stfedni Evropy
vSak muZe byt situace mirn€ odlisnd. Konkrétné v jedné studii provedené na Slovensku
se pocty LAB ve FMV bez pouziti startovaci kultury stézi vySplhaly k hranici 7 log CFU/g
a ke konci zrani (30. den) se mnozstvi zivotaschopnych bunék dokonce snizovalo. Naopak
Vv klobasach, pfi jejichz vyrobé byla pouzita startovaci kultura (Staphylococcus xylosus,
Pediococcus pentosaceus a Lactobacillus plantarum) se koncentrace LAB drzela po celou
dobu zrani v rozmezi 8 — 9 log CFU/g [58].

Populace LAB v tradi¢nich italskych fermentovanych klobasach je podle Greppi et al. [55]
tvofena pfevazné druhem Lactobacillus sakei, ktery je doprovazen méné pocetnymi druhy
laktobacilt, konkrétné Lb. algidus, Lb. pentosus a Lb. curvatus, a dale druhy Lactococcus
piscium, Leuconostoc gelidum, Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc carnosum, Ente-
rococcus gilvus, ptipadné Carnobacterium divergens. K podobnému zjisténi o néco diive
dospéli také Potka et al. [59], ktefi dokazali v jinych italskych FMV ziskanych od Sesti
riznych producentti identifikovat 33 druht laktobacil. I v téchto salamech byl,
az na jednu vyjimku, dominantnim laktobacilem Lb. sakei, a to pfedev§im v pokro¢ilejsim

stadiu zrani. Vzorky salami dodané jednim producentem vykazovaly pievazujici zastou-
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peni Lb. coryniformis a Lb. plantarum. Laktobacily vsak nejsou jedinymi LAB vyskytuji-
cimi se ve FMV. Sviij zivotni prostor si zde haji také zastupci ¢eledi Streptococcaceae
a Leuconostocaceae [59]. Nicmén¢ vyskyt streptokoki a dalSich mlé¢nych bakterii véetné

rodu Pediococcus nebyva nikterak vysoky [60].

Nejcastéji izolovanymi koagulaza-negativnimi stafylokoky z FMV jsou Staphylococcus
xylosus, S. succinus, S. equorum a S. saprophyticus [55, 59]. Ve skute¢nosti mize byt po-
pulace CNS ve FMV daleko S§irsi, jak dokazuje studie od Potka et al. [59], v niZ se podatilo
urcit celkem 32 druhii stafylokoki.

.......

védecké studie. Greppi et al. [55] hlasi vyskyt Pseudomonas fragi, Photobacterium sp.
a Brochothrix thermosphacta v ¢erstvém masovém dile a sporadicky na nizkych trovnich
také ve zrajicich FMV. Tyto bakterie jsou znamé tim, Ze pfispivaji ke kazeni masa [55].
Nékdy 1ze ve FMV nalézt bakterie ¢eledi Brevibacteriaceae, jejichz zdrojem mohou byt
vepiova stfivka. Zastupci Celedi Bifidobacteriaceae a Oxalobacteraceae ptitomni
v masovém dile pochazeji pravdépodobné z masa, avsak v hotovém vyrobku je jejich pfi-
tomnost spiSe ojedinéla [59].

Vv oW

Dalsi vyznamnou skupinou mikroorganizmti ve FMV jsou kvasinky a plisné. Bézn¢ byvaji
pfitomny v masovém dilu v mnozstvich od 2 do 4,5 log CFU/g a v prub&hu zrani vétsinou
nepiekroci hranici 5 log CFU/g [61, 62]. Toto pravidlo v§ak nemusi platit vzdy. Pfikladem
jsou slovenské fermentované klobasy vyrobené bez piidavku kultury, ve kterych

od 10. dne zrani dosahovaly pocty kvasinek hodnot mezi 6 a 7 log CFU/g [58].

Kvasinka Debaryomyces hansenii byla identifikovana jako nejhojnéji zastoupeny druh
ve spontann¢ kvasenych masnych vyrobcich a Casto se také vyuziva jako startovaci kultura
[63]. Pfevahu kvasinek Debaryomyces ve vybranych salamech tradi¢ni femeslné i praimys-
lové vyroby potvrzuje i dalsi studie provedena brazilskymi odborniky [64]. Pomérné boha-
té zastoupenym rodem muze byt také rod Candida, coz dokazuji vysledky studia biodiver-
zity kvasinkové mikroflory tradiéniho tureckého fermentovaného saldmu Sucuk. Pravé
VvV tomto piipad¢ kvasinky D. hansenii figurovaly, co se poctu tyce, az na druhém misté
hned za kvasinkami Candida zeylanoides [65]. Dalsimi méné pocetnymi rody kvasinek,
které mohou byt soucasti mikroflory FMV, jsou Rhodotorula, Trichosporon, Yarrowia,
Pichia, Williopsis, Saccharomyces, Zygosaccharomyces a fada dal$ich. U tradi¢nich FMV

je pak mozno oc¢ekavat vétsi druhovou rozmanitost [63, 64].
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Z plisni se v masnych vyrobcich bez ptidavku plisnovych kultur nejcastéji vyskytuji rody
Penicillium, Aspergillus a Eurotium svyraznou pievahou rodu Penicillium [66].
Cocolin et al. [63] hlasi vyskyt Penicillium farinosum, Penicillium viridicatum a také
Mucor racemosus ve FMV vyrabénych tradi¢ni technologii. Castellari et al. [66] se podafi-
lo identifikovat celkem 16 druhii vlaknitych hub izolovanych z povrchu suchych FMV,
pti¢emz 10 druhi se fadilo pravé do rodu Penicillium. Zbyvajici druhy spadaly do rodu
Aspergillus, Eurotium, Mucor, Rhizopus ¢i Cladosporium. Mezi témito plisnémi byly nale-
zeny také druhy, které se povazuji za potencidlni producenty mykotoxinid. Konkrétné
se jednalo o P. nordicum, P. commune, P. brevicompactum, P. chrysogenum, P. viridica-

tum, A. ochraceus a A. parasiticus.

Casto sledovanou skupinou mikroorganizmii ve FMV jsou patogenni bakterie, pfestoze
jsou tyto vyrobky povazovany za mikrobiologicky relativné bezpeéné. Nicméné, v piipadé
vysoké pocate¢ni kontaminace surovin patogennimi bakteriemi anebo nedostate¢né kontro-
ly antimikrobialnich faktorti, mtize byt bezpecnost téchto produkti ohrozena [67]. Mozny
vyskyt patogenli ve FMV byl dokazéan jiz v n€kolika studiich. Mnohé z nich se shoduji
na piitomnosti aerobnich sporulujici bakterii, Listeria spp. véetné L. monocytogenes, Sal-
monella spp., Pseudomonas spp. a enterobakterii véetné shigatoxinogenni Escherichia coli
0157 ve vychozich surovinach a spontanné kvasenych masnych vyrobcich v pocate¢nich
fazich fermentace a zrani. Avsak v kone¢nych produktech jsou poéty téchto bakterii zpra-
vidla pod limitem detekce, coz je spojovano s poklesem pH vyrobku v prubéhu fermentace
[57, 59, 68]. Vysledky studie provedené na $vycarskych spontanné fermentovanych mas-
nych vyrobcich vSak ukazuji néco zcela odliSného. Piesnéji feceno 9 ze 14 konecnych pro-
duktt bylo oznaceno za rizikové pro spotiebitele vzhledem k vysokému vyskytu patogen-
nich ¢i potencialné patogennich bakterii Staphylococcus saprophyticus nebo S. epidermi-
dis, jejichz pocty v nékterych ptipadech dosahovaly hodnot 7,4 CFU/g, respektive
4,9 log CFU/g. Tato skute¢nost byla navic podpofena detekci S. aureus a enterobakterii
Vv téchto masnych vyrobcich [60]. To vSak neni jediny pfipad vyskytu S. aureus ve FMV

po ukonceni procesu zrani [59].

Doposud se veskeré zde uvedené informace o mikrofléfre FMV tykaly produktii susenych
klasickou technologii (Obrazek 1). Vyvinuti technologie QDS (viz 2.2.7) si vSak vyzaduje
také prozkoumani mikrofléry masnych vyrobkl oSetfenych touto pokrokovou metodou.
V soucasné dobé je k dispozici jen né€kolik studii zabyvajicich se touto problematikou.

Ty ale vesmé&s hovoii o jednom a tomtéz, a sice ze mikroflora FMV (pfedevsim pak pocty
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patogennich bakterii) vyrobenych klasickym zpisobem a QDS technologii se v zésad¢
nelisi. Dokonce i provokacni testy se zamérnym naockovanim kultury L. monocytogenes,
S. aureus a salmonel (100 CFU/g) do masového dila vykazovaly podobné chovani téchto

patogenu v obou systémech [52, 69, 70].

Mikrofléra FMV miize byt opravdu rozmanitd. Na smér jejiho vyvoje ma zasadni vliv pH
a ay prostredi masného vyrobku, dostupnost kysliku, obsah metabolitli a ptisad v masovém
dile a celkové fizeni fermentac¢nich a zracich procest (teplota, relativni vlhkost, Cas).
Pro ptiklad udrzovani FMV pfi vysSich teplotach, pokles parcialniho tlaku kysliku a pokles
pH v salamech podporuje rychlejsi rist LAB. Vyskyt patogent se pak odviji od urovné

hygieny ziskavani a zpracovani surovin a irovné hygieny vlastni vyroby FMV [34, 57, 62].

3.1 Faktory ovliviiujici rist mikroorganizmi v pribéhu zrani a sklado-

vani fermentovaného masného vyrobku

Rust mikroorganizmi v prub¢hu zrani je siln€é ovlivnén sloZzenim masové smési, konkrétné
druhem masa, obsahem soli, ptidavkem cukri, dusi¢énant/dusitanti, kofeni, ptipadné dal-
Sich prisad [8]. Stalym pfedmétem velkého zajmu jsou dusi¢nany a dusitany v masnych
vyrobcich a hledani jejich optimalni koncentrace nebo vhodnych alternativ, pti nichz bude
minimalizovano riziko vzniku zdravi Skodlivych N-nitrosamini a soucasné bude dosazeno
potiebného technologického a antibakteridlniho u¢inku. Bylo zji§téno, Ze koncentrace du-
sicnanti nebo dusitanii nemusi mit zasadni vliv na celkové poéty mikroorganizmt (CPM)
ani pocty LAB ve FMV. | v prosttedi snejvys§si moznou koncentraci téchto latek
(0,015 % NaNO; a 0,015 % NaNO;) muze byt rust LAB pomérné rychly (z 6 log CFU/g
na 9 log CFU/g za 3 dny). Tato skute¢nost je pro fermentaci a zrani FMV velmi pozitivni
[71, 72]. Pii sledovani vlivu dusitanu a dusi¢nanu na mikroorganizmy mimo prostiedi
FMV mizZe uz byt situace jind. V aerobné balenych vzorcich mletého vepfového masa
uchovavanych pii 10 °C po dobu 4 dnti dosahovaly CPM nejvyssich hodnot v kontrolnich
vzorcich bez obsahu NaNO3 a NaNO,, coz ve vysledku znamena asi o 1,5 log CFU/g vyssi
koncentrace mikroorganizmu oproti vzorkiim s maximalni povolenou koncentraci sledova-
nych latek. Inhibici aerobnich mikroorganizmi je moZzné odlvodnit schopnosti dusitanu
Vv ptitomnosti kysliku zpomalovat nékteré procesy v zivych systémech (aktivni transport,
spotfebu kysliku a oxidativni fosforylaci) [72]. Zaznamenan byl také pomérn¢ vyznamny
inhibi¢ni u¢inek dusi¢nanu a dusitanu na gram-pozitivni katalaza-pozitivni koky (rod Sta-

phylococcus) a bakterie ¢eledi Enterobacteriaceae ve FMV [71, 72, 73]. Kontrolni salamy
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(Spanélsky salchichon z veprového masa) vyrobené bez piidavku dusitanu nebo dusi¢nanu
a salamy se 0,0075 % NaNO; a 0,0075 % NaNO, vykazovaly piiblizn¢ 0 1 — 2 log CFU/g
vyssi konecné pocty stafylokokl ve srovnani se zkusebnimi vyrobky s nejvyssi koncentraci
pozorovanych ptidatnych latek [71]. Tyto vysledky jsou v souladu s hodnotami pozorova-
nymi také u choriza a dalSich $panélskych FMV vyrobenych se stejnymi koncentracemi
dusitanu a dusi¢nanu [72, 73]. Pfitomnost dusitanu a dusi¢nanu V masném vyrobku
ma prokazateln¢ vliv na riist enterobakterii. Pfi pouziti obou latek v nejvyssi povolené
koncentraci (0,015 % NaNOs a 0,015 % NaNO,) je mozné dosahnout sniZeni poctu aktiv-
nich bunék pod hranici detekce do konce zraci faze (cca 30 dni) [71], ale zamérné naocko-
vanou bakterii Salmonella Typhimurium se z pocate¢nich 3 log CFU/g nepodatilo béhem
¢tyftydenniho zrani zredukovat na pfijatelnou hodnotu. K plné eliminaci bakterie doslo
az v prubchu nasledujicich 30 dnii uskladnéni pfi teploté 4 °C v podobé vakuové balenych
vyrobkii [72]. Na ptitomnost dusitanu a dusi¢nanu snizenou schopnosti riistu reaguje také

Listeria innocua [71].

Rychlost rastu mikroorganizmti ve FMV ovliviiuje pfitomnost zkvasitelnych cukrii
v prostiedi. Podle Gonzalez-Fernandeze et al. [74] ruzné koncentrace (0,1 %, 0,5 % a 1,0
%) glukdzy v dile nemaji zdsadni vliv na vyvoj pocti LAB v priibéhu zrani a ve vSech pfi-
padech muze byt rust LAB velmi rychly. K podobnému zavéru dospéla i dalsi studie [75].
Nicmén¢ ve fermentovanych vyrobceich s pridavkem 0,4 % glukézy byl zaznamenan mirné
vy$si rist LAB a stafylokokli neZ v prostiedi bez ptidavku tohoto sacharidu v pribéhu ce-
1ého zrani. Rozdily se v8ak pohybovaly v desetinach log CFU/g. Enterokoky se rychleji
vyviji v salamech obohacenych glukézou, ale do konce zrani se jejich pocty mohou vyrov-
nat s pocty ve FMV vyrobenych bez ptidaného cukru. Vyrazné rozdily v po¢tech mikroor-
ganizmu lze vypozorovat v pfipad€ enterobakterii. Pfi porovnani jejich rdstu v masnych
vyrobcich bez ptidavku cukru a s ptidavkem 0,4 % glukézy nebo 0,1 % glukézy a 2,0 %
laktozy byly zjistény nizs8i poCty zivotaschopnych bunék v salamech se sacharidy,
a sice 0 1,3 — 2,4 log CFU/g na konci zrani. Podobné tomu bylo i po 20-ti dnech dal$iho
skladovani pti 4 °C, respektive 19 °C. Toto zjisténi se vysvétluje skutecnosti, ze zkvasitel-
né cukry podporuji konkurenceschopnost LAB proti dalsim mikrobialnim skupinam pftiro-
zené se Vyskytujicim v salamové smési. Pridavani sacharidi do dila 1ze na zakladé toho
jenom doporucit [76]. V pfitomnosti sacharozy je chovani LAB podobné jako v piipadé
glukozy. V testu s Lb. sakei v prostiedi glukdzy a sachardzy o rizné koncentraci byly rts-

tové kiivky bakterie velmi podobné. Naopak laktdza mnozeni laktobacili pfili§ nepodpo-
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rovala, z ¢ehoz vyplyva, ze tento sacharid nemusi byt vhodnym substratem pro LAB
ve FMV [75].

Na slozeni a vyvoj mikroflory FMV muze mit také vliv pouzité koieni a bylinné ptisady.
To, Ze tyto suroviny jsou zdrojem uréitych mikroorganizmii a mohou tak rozsifovat mikro-
bialni diverzitu salamového dila, bylo jiz feceno (kapitola 2.1). V nasledujicich fadcich
bude tedy diskutovan pouze G¢inek vybranych druhd kofeni a bylin na rast mikroorganiz-
mu bez ohledu na jejich ptivodni mikrobidlni zatiZzeni. V souvislosti s touto tématikou
je nejvice zdlraziiovany inhibi¢ni Gc¢inek kofeni na patogenni mikroorganizmy, coz
je jeden z faktoru pfispivajici k bezpe¢nosti masnych vyrobkd. Na tomto misté je vhodné
vyzdvihnout antibakterialni u¢inek skotice, hiebicku, kminu, oregana, rozmarynu a Salvéje
proti Clostridium botulinum, znamému producentovi botulinového neurotoxinu. Mnoho
druhi kofeni a bylin se také vyznacuje schopnosti omezovat rust S. aureus a E. coli [22,
77]. U Cesneku, ktery se ¢asto pouziva jako ochucujici slozka v masném pramyslu, byla
zjiSténa antibakterialni aktivita mimo jiné proti L. monocytogenes a Salmonella spp.

ve FMV s vyraznéj$im G¢inkem proti listériim [78].

Garcia-Dieza et al. [79] se pokusili zhodnotit antibakterialni ucinky éterickych
olejui riiznych druhti kofeni a bylin pouzitych pii vyrobé FMV a porovnat je s vysledky
ziskanymi v podminkach in vitro. Ke studii in vitro byly vybrany bakterialni kultury
L. monocytogenes, Salmonella spp. a S. aureus jiz dtive izolované z FMV a prostiedi jejich
vyroby. To proto, aby se vysledky co nejvice pfiblizovaly podminkam v praxi. Eterické
oleje ze skofice, ¢esneku, oregana, rozmarynu a tymianu dokazaly v modelovych podmin-
kach vice ¢i méné omezit riist vSech tii potravinovych patogeni. Zvlaste silny tcinek mél
tymidn a oregano. V jiné studii byl navic potvrzen silny baktericidni ucinek skoticového
oleje proti E. coli [80]. Ale zpét ke studii od Garcia-Dieza et al. [79], ve které velmi dob-
rou antibakteridlni aktivitu proti S. aureus vykazoval také kmin, ov§em vuci salmonele
nebo listérii byl netcinny. Pfi testu s realnymi FMV byl prokdzan nezanedbatelny podil
éterickych oleju na ochrané vyrobki pied patogeny. S. aureus se vsak jevil jako nejodol-
néjsi vuci 0,05% a 0,005% piidavku jednotlivych éterickych oleji a na rozdil od salmonel
a L. monocytogenes byly jeho pocty na detekovatelné urovni i po 21 dnech suseni pro ob¢
koncentrace oleje z bobkového listu, muskatového ofisku, rozmarynu i oregana. Cesneko-
vy olej byl ucinny pouze v koncentraci 0,05 %, ale toto mnozstvi oleje bylo vyhodnoceno
jako senzoricky méné¢ piijatelné. Jediny tymianovy olej mél na S. aureus 100% ucinnost

1 pfi niz8i koncentraci. Ze studie také vyplynulo, ze antimikrobidlni G¢inek rliznych druht
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kofeni pozorovany v podminkach in vitro nemusi korelovat s G¢inky v realnych vyrobcich.
Velmi dobrou zpravou je zjisténi, ze pfitomnost esencialnich oleji ve FMV nema vliv
na rist LAB a obdobné ptitomnost 1 % ¢esnekové §tavy v médiu neovlivni rist Lb. sakei

[78, 79].

Dynamika vyvoje mikroflory FMV vsak neni ovlivnéna pouze recepturou, neméné vy-
znamny vliv maji také fermentacni podminky v prvnich dnech zrani. Vyrobky s kratkou
Na konci zrani pak disponuji kyselejsi chuti S jemnym aroma oproti vyrobkim s delsi do-
bou zrani, u kterych se na pocatku fermentace intenzivné mnozi predev$im CNS. Stafylo-
koky se vyznacuji nizkou rychlosti acidifikace, nizsi toleranci k nizkému pH a produkci
protedz a lipaz, ¢imz podporuji tvorbu senzoricky aktivnich latek. FMV s dlouhou dobou
zrani jsou diky tomu aromati¢téjsi. Doba zrani FMV je podminéna teplotou, relativni vih-
kosti a rychlosti proudéni vzduchu. Obecné plati, ze ¢im vyssi teplota a relativni vlhkost
ve zraci komote, tim rychlejsi okyseleni dila a tedy moznost zkraceni doby zrani. Zvlasté
rychly pokles pH muize byt zajistén piidavkem startovaci kultury pediokokut (P. acidilacti-
ci), které pfi teplotach 37 — 40 °C dokazi rychle metabolizovat sacharidy, nebo laktobacil
(L. sakei, L. curvatus) rostoucich pfi nizsich teplotach (20 — 24 °C). Pokud je pozadovano
pomalejsi zrani, vyssi konecné pH a bohaté aroma je vhodné pouziti kultury S. carnosus,
S. xylosus nebo Kocuria varians, a to samostatné nebo v kombinaci s laktobacily [81, 82,
83, 84].

Technologie rychlé fermentace je velmi rozsifend ptedev§im v severni Evropé. Hlavni
fermentace probiha pfi teplotach 22 — 26 °C mén¢ nez 30 hodin do dosazeni pH kolem 5,3.
Béhem nasledného 2 — 3 tydenniho dozravani a suSeni pH klesa na kone¢nych 4,5 — 4,9.
Vodni aktivita FMV zpravidla neklesne pod hodnotu 0,9. Naopak pii tradicni pomalé fer-
mentaci vyuzivajici zracich teplot od 18 °C je nutné pocatecni zraci fazi prodlouzit na vice
nez 40 hodin a ani po vice nez 3 tydnech dozravani se zpravidla nedosdhne hodnoty
pH nizsi nez 5,0. Pomémé vysoké pH je v téchto vyrobcich pak kompenzovano nizkou

vodni aktivitou (ay < 0,9) [85].

Studiem vlivu teploty zrani na rist CNS a LAB v italskych FMV a rychlost okyseleni sa-
lamového dila se zabyvali lacumin et al. [86] v piipadé CNS a Urso et al. [82] v pfipadé
LAB. Sledovali ¢innost uvedenych skupin mikroorganizmu pfi tiech teplotnich profilech.
FMV s velmi dlouhou dobou zrani (120 dni) pii teploté nepiekracujici 10 °C v prvnich

60 dnech a teploté 14 °C v dalSich 60 dnech se na zacatku fermentace vyznacovaly poma-
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lym rastem LAB, ktery dokonce nebyl v prvnich 3 dnech postiehnutelny. Naopak podmin-
ky zréni v téchto dnech naprosto vyhovovaly stafylokoktm, které diky tomu brzy ziskaly
(2 dny pii teploté 22 °C s naslednym dozravanim pii 12 °C nebo 14 °C) se stafylokokiim
Vv prvnich tfech dnech pfili§ nedafilo a jejich pocty stagnovaly. Intenzivnim rstem se pro-
jevovaly pouze LAB a jejich pocty se diky tomu zvysily az o 3 fady béhem ti dnu [82,
86]. Podobné rozdily v reakci LAB na teplotu byly vypozorovany také u tradi¢nich fec-
kych, mad’arskych a italskych klobas vyrobenych za riznych zracich podminek [81]. Vy-
soka rychlost ristu LAB v pocate¢nim obdobi zrani je navic zpravidla doprovazena rych-
lym poklesem pH vyrobkt. Tuto Korelaci mezi ristem LAB, tedy teplotou fermentace,
a poklesem pH potvrzuje n€kolik studii [81, 82]. VSechny tyto skutenosti jen upeviuji
tvrzeni prezentované o dva odstavce vySe. Je v§ak nutno podotknout, Ze rozdily mezi rych-
losti okyselovani dila v zavislosti na teploté fermentace mohou byt do jisté miry ovlivnény

surovinovou skladbou [82].

Rychlost fermentace, zvySovani kyselosti a nizké pH FMV jsou dilezitymi prvky
V ochran¢ masnych vyrobkl pied kazici a patogenni mikroflorou. Nicméné pro zajisténi
dlouhodobé¢ trvanlivosti samotné fermentacni procesy nestaci. Mimo jiné také proto, ze pH
po dosazeni minimalni hodnoty zpétné nartsta v disledku degradace proteini a uvolilovani
peptidd, aminokyselin, amoniaku a amint. Funkci nejvyznamnéjsiho faktoru, ktery zajistu-
je potlaceni nezadoucich mikroorganizmi, tak plni nizka hodnota vodni aktivity,
ktera se vytvaii béhem suSeni. Rlzné mikroorganizmy se v8ak vyznacuji rliznou citlivosti
k hodnotam ay V potravinach. K nejméné odolnym patogentim vuci nizké a, se fadi napfi-
klad Campylobacter spp., Clostridium botulinum typ E, Shigella spp. a Yersinia enterocoli-
tica, ktefi zpravidla nerostou pfi ay nizsi nez 0,97. E. coli, Salmonella spp. a Clostridium
botulinum ptestavaji rust pii poklesu ay, pod 0,94. Nejodolné€jsimi patogennimi mikroorga-
nizmy jsou pak Staphylococcus aureus a Listeria monocytogenes. Pro S. aureus se udava
hranice a, pro rast 0,88, ale pro spolehlivou inhibici se doporucuje a, alespon 0,86
v kombinaci s nizkym pH (< 5,1) a bakteriociny. Rist listérii mize byt zaznamenan jeste
pii ay 0,84, ale v pfitomnosti bakteriocinti postac¢i i ay nizsi nez 0,90. Pii dobie fizeném
suSeni FMV neni vSak Zadnym problémem dosahnout aktivity vody 1 pod 0,81, ¢imZ riziko

ristu patogent v kone¢ném produktu klesa na minimum [6, 57, 87, 88, 89, 90].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 36

3.2 Mikrobialni procesy ve fermentovaném masném vyrobku

Vlastnosti FMV jsou vysledkem komplexu mikrobialnich procest, ktery se sestava piede-
v§im z mlé¢ného kvaSeni a fady dalSich biochemickych transformaci zavisejicich na délce
zrani. Na jedné strané to jsou procesy urcujici organoleptické vlastnosti vyrobku a zajist'u-
jici jejich ochranu pted patogeny, na stran¢ druhé jsou to procesy, které ohrozuji bezpec-
nost FMV diky tvorb¢ a akumulaci toxickych latek, jakymi jsou naptiklad biogenni aminy
[30].

Mlécéné kvaseni vyuziva lidstvo pii zpracovani potravin uz po staleti. Odhaduje se, Ze prvni
FMV byly vyrabény ve Stfedomoii uz béhem doby timské (piiblizné 0 - 400 n. 1.),
a to aniz by lidé znali podstatu téchto procesti. Dnes jiz vime, Ze se jedna o zplsob, jakym
nckteré mikroorganizmy ziskdvaji v anaerobnim prostiedi energii. ZjednodusSené se také
hovoti o degradaci sacharidd bakteriemi mlécného kvaseni na kyselinu mlécnou. Ve sku-
teCnosti vSak mize byt substratem jakakoli organicka sloucenina obsahujici kyslik a vodik.
Obdobné¢ ani kyselina mlé¢na nebyva jedinym kone¢nym produktem. Podle podilu kyseli-
ny mlécné na celkovém mnozstvi produktl pak rozliSujeme mlé¢né kvaSeni homofermen-
tativni a heterofermentativni. V piipad¢ heterofermentativnich LAB miize byt az polovina
produktti fermentace tvofena acetatem, propionatem, etanolem, acetoinem, oxidem uhlici-
tym a amoniakem. Vsechny tyto slouceniny, véetné kyseliny mlééné, jsou vyznamné
pro aroma kone¢ného produktu. Organické kyseliny maji navic vliv na sniZzeni hodnoty pH
dila, coZ se pozitivné odrazi na rychlosti suSeni, konzistenci, barvé a mikrobidlni stabilité

FMV [6, 31, 91, 92, 93, 94].

Pro chutovou charakteristiku FMV ma zasadni vyznam metabolizmus bilkovin masa zpro-
sttedkovany vzdjemnym plsobenim mikrobidlnich a nativnich enzymt. Do téchto procest
se zapojuji jak LAB, tak také stafylokoky, kvasinky a plisn¢ disponujici komplexem prote-
olytickych enzymu schopnych hydrolyzovat bilkoviny na peptidy a volné aminokyseliny.
V prubéhu zrani jsou pak tyto rozkladné produkty dale mikroorganizmy vyuzivany a pro-
stiednictvim transaminace, deaminace, dekarboxylace nebo odstépovani postrannich fetéz-
cu pfeménovany na rizné aromatické slouceniny. Vibec prvnim krokem katabolickych
procesti aminokyselin je transaminace. Pfi této reakci je prostfednictvim enzymového
komplexu pfenaSena aminoskupina z aminokyseliny na a-ketokyselinu za vzniku ptislusné
aminokyseliny. Ketokyselina vznikla z piivodni aminokyseliny poté prochazi dalsimi reak-

cemi, jejichz produktem jsou rozvétvené aldehydy (napi. 3-metylbutanal, 2-metylbutanal)
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a od nich odvozené organické kyseliny, alkoholy a estery. Mnozstvi a zastoupeni konkrét-
nich sloucenin je pak velmi ovlivnéno podminkami vyroby FMV, jako je teplota, pH, ob-
sah glukozy, soli, dusitand, dusi¢nanu a askorbatu [6, 31, 32, 33, 93].

V souvislosti s pfemé&nami proteinti béhem zrani FMV je nutné zminit se také o procesech
vedoucich k tvorbé biogennich aminti. Tyto organické slouceniny vznikaji v potravinach
dekarboxylaci aminokyselin katalyzovanou bakteridlnimi enzymy. Syntéza téchto enzymu
je zpravidla vyvolana uritymi podminkami okolniho prostfedi, jako je napiiklad mirné
kyselé pH a dostupnost volnych aminokyselin. FMV z tohoto pohledu vytvaii velmi dobré
podminky pro dekarboxylaci aminokyselin. Piedpoklada se, ze jednim z divodd pro¢ mi-
kroorganizmy produkuji biogenni aminy, je obrana proti nepiiznivému kyselému prostredi.
Biogenni aminy totiz zvySuji pH prostedi, ¢imz se vytvafti lepsi podminky pro dal$i mi-
krobialni ¢innost. K tvorbé vyhodnéjsich podminek pro rist mikroorganizmi v§ak mohou
prispét také kvasinky, které rozkladaji organické kyseliny (pfedev$im kyselinu mlécnou
a octovou) v ramci svého energetického metabolizmu. Vysledkem je vyssi pH, které pod-
poti reakce, pfi nichz vznikaji dal§i aromatické slouceniny, a soucasné se zmirni kyselad

chut vyrobku [31, 32, 83, 92, 95].

Svou tlohu pfi rozvoji aroma a chuti FMV sehrava také lipolyza, pii niz jsou z triacylgly-
cerola a fosfolipidti uvolinovany volné mastné kyseliny, které nasledné vstupuji do dalSich
oxidacénich reakci za vzniku linearnich alkohold, aldehydt, ketonti a esterti. Miize se jednat
o procesy autooxidace volnych nenasycenych mastnych kyselin nebo procesy B-oxidace
mastnych kyselin zprostiedkované endogennimi ¢i mikrobialnimi enzymy. Z bakterii pfi-
tomnych v salamovém dile vykazuji efektivni metabolizmus lipidi pouze CNS. Znacnou

mérou vsak k témto procesiim piispivaji také kvasinky a plisné [6, 31, 32, 33, 93].

Jednim z diivodi ptidavani startovacich kultur stafylokoki do dila je jejich schopnost pro-
dukovat nitratreduktazy. Tyto enzymy se uplatiiuji pii vybarvovacich reakcich v masnych
vyrobcich obsahujicich dusitany. Pfi reakci s myoglobinem se ¢ast dusitanu oxiduje
na dusicnan, ktery je pravé bakteridlni nitratreduktdzou zpétné redukovan na dusitan.
Ten se poté¢ mize zucastnit dalsi reakce. CNS ve FMV déle disponuji enzymem kataldzou,
ktery se rovnéz miize zapojit do vybarvovacich procest v dile, respektive brani odbarveni
nitroxymyoglobinu t¢inkem peroxidu, které mohou produkovat nékteré divoké laktobacily
[6, 18, 31].
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Na zavér je nutné podotknout, ze pribéh vSech zminovanych procesti bude vzdy zéaviset
na mnoha faktorech, a to predevsim na teploté, hodnoté¢ pH, cirkulaci vzduchu v okoli
FMV, typu pozité startovaci kultury a viibec na slozeni dila a kvalit¢ pouzitych surovin.
Kombinaci rtznych trovni téchto faktort tak lze vyrabét nepieberné mnozstvi senzoricky

odlisnych produktt a uspokojit tak ptani Siroké spotiebitelské vefejnosti [92, 93].
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4 METODY IDENTIFIKACE MIKROORGANIZMU VE
FERMENTOVANYCH MASNYCH VYROBCICH

Doba, kdy se identifikace mikroorganizmti zakladala na izolaci mikrobidlnich bunék
Z piirodnich materialt, jejich kultivaci v laboratornich podminkach a nasledné biochemic-
ké nebo imunochemicka charakterizaci, je jiz za ndmi. Divodem k ustupovani od téchto
metod je jejich nedostatecna presnost a neprikaznost. Navic odhaduje se, ze vice nez 90 %
mikroorganizmil vyskytujicich se na nasi planet¢ neni mozné kultivovat. Tento problém
byl vyfeSen vyvinutim fady metod zalozenych na charakterizaci mikrobidlni DNA
nebo RNA. Nejen ze jsou tyto techniky spolehlivéjsi co se identifikace a charakterizace
mikroorganizmi tyce, ale jsou schopné poskytnout velmi dobry geneticky popis jednotli-
vych bakterii i celych mikrobialnich spoleCenstev. Jednou takovou metodou vyuzivanou

pro analyzu mikrobidlnich populaci je denaturac¢ni gradientovd gelova elektroforéza,

neboli DGGE [96, 97].

4.1 Denaturacni gradientova gelova elektroforéza

Denaturacni gradientova gelova elektroforéza (DGGE) byla svétu poprvé predstavena
v roce 1980 jako technika pro detekci mutaci v mikrobialni DNA [98]. Teprve az v roce
1993 ji Muyzer et al. [99] poprvé pouzili ke studiu struktury mikrobialnich spolecenstev
a ukazali tak piednosti DGGE Vv této oblasti. Od té doby si tato technika nasla uplatnéni
v mnoha oblastech mikrobiologie v¢etné mikrobiologie klinické, ptudni, mikrobiologie

Zivotniho prostiedi i potravin [59, 97, 98].

Principem DGGE je separace ptiblizné stejné velkych molekul DNA v polyakrylamidovém
gelu na zaklad¢é odlisné sekvence nukleotidi ve zvySujicim se koncentraénim gradientu
denatura¢niho ¢inidla — moc¢oviny a formamidu. Uspofadanim se jedna o vertikalni elektro-
forézu, pti které se pracuje s tenkou vrstvou gelu umisténou mezi dvéma sklenénymi des-
kami. Gel vznika polymerizaci smési akrylamidu a bis-akrylamidu za pokojové teploty
a v pritomnosti pufru. Polymerizacni reakce vyvolavaji volné radikaly uvoliujici se z per-
sulfatu amonného. TEMED (NNN'N'-tetraetyletylendiamin) katalyzuje tvorbu volnych
radikalt a tim polymeraci urychluje [97, 100].

Nejcastéji analyzovanou sekvenci nukleotidd jsou vybrané fragmenty genu kodujiciho
ribozomalni RNA v malé ribozomalni podjednotce (16S bakterii nebo 18S mikroskopic-

kych hub). Pravé tento gen byl diky velkému mnozstvi variabilnich a konzervovanych
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oblasti oznacen za vynikajici univerzalni fylogeneticky marker, ktery umoznuje identifika-
ci mikroorganizmi na Urovni rodu az druhu. Pfed zahajenim vlastni elektroforézy
je vsak nutno provést nékolik krokt, které zajisti spravny pribeh separace. Prvnim krokem
je izolace DNA z puivodni matrice. Pro tyto ucely byla vyvinuta fada komercnich kitd,
které mohou praci znacné usnadnit a poskytuji DNA o velmi dobré Cistoté. Vyizolovana
DNA se poté podrobi amplifikaci polymerazovou fetézovou reakci S pouzitim specifickych
primeru (kratkych useki DNA), které se zaméfuji jen na pozadovany gen a jeho useky
nesouci cilovou sekvenci. Ziskané amplikony se nanesou do jamek polyakrylamidového
gelu, kterym poté putuji, dokud nevstoupi do ¢asti gelu s takovou koncentraci denaturacni-
ho ¢inidla, ktera zptusobi denaturaci DNA. Pii denaturaci se obé vlakna DNA od sebe od-
déluji a tim se zastavuje migrace celé molekuly. To, jak rychle bude DNA denaturovat
a jak brzo se zastavi, zavisi na po¢tu AT a GC pard. V mistech bohatych na AT pary (dva
vodikové mustky mezi adeninem a tyminem) se fetézce od sebe odd¢luji mnohem snaze
nez na mistech s pfevahou GC para (tfi vodikové mustky mezi guaninem a cytosinem).
Uplna denaturace DNA je vsak nezadouci. Jednofetézcové molekuly by pokradovaly
V migraci gelem a pfi vizualizaci by tvofily neostré prouzky. Aby se tomu zabranilo, pfipo-
juje se k 5' konci jednoho primeru tzv. GC-svorka, coz je sekvence 40 az 60 nukleotidd
obsahujicich guanin a cytosin, kterd se poté promitne také v sekvenci amplifikovanych
usektt DNA. V mist¢ GC-svorky fetézce denaturuji jen velmi obtizné a cela molekula

vytvoii tvar pismene Y, ktery zajisti zadrZzeni molekuly ve spradvném denatura¢nim bod¢

[97, 99, 101, 102].

DGGE probiha pfi teploté¢ 60 °C a napéti 50 — 250 V po dobu 3 — 20 hodin v zavislosti
na zvoleném napéti a typu vzorkl. Poté je gel barven v pufru s fluorescenénim barvivem
(napt. s etidiumbromidem nebo barvivem SYBR Green), nasledné vizualizovan pomoci
UV zafeni v transluminatoru a snimaci technikou je obraz pfeveden do specialniho softwa-
ru, kde je dale analyzovan. Jednotlivé prouzky neboli bandy, které ptredstavuji urcitou
skupinu mikroorganizmi, mohou byt z gelu vyftiznuty, re-amplifikovany a pomoci sekve-
nace, tedy urcovani sekvence nukleotid, mohou byt tyto mikroorganizmy identifikovany
[97, 100, 101].

Obdobou DGGE je teplotni gradientova gelova elektroforéza (TGGE), kde denaturaci
fragmentt DNA zptisobuje postupné zvySujici se teplota. Z diivodii nizsi citlivosti TGGE
oproti DGGE, je vsak tato technika vyuZzivana podstatné méné [97].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo zhodnotit vyvoj mikrofléry FMV v pribéhu jeho
vyroby a skladovani se zaméfenim se na mikroorganizmy pfispivajici k vlastnostem vy-
robku. Byla zkouméana mikroflora FMV vyrobenych dvéma odliSnymi technologiemi
s cilem zhodnotit vliv podminek vyroby na druhové zastoupeni a rast technologicky vy-

znamnych mikroorganizmti. K dosazeni tohoto cile vedlo n¢kolik dil¢ich cila:

1. vypracovani literarni reSerSe na téma vyroby FMV, mikrofléry FMV a metod jeji-
ho stanoveni s vyuzitim dostupnych odbornych publikaci a védeckych praci,

2. provedeni mikrobiologického rozboru FMV a surovin ve stanovenych intervalech
Vv prub¢hu celého obdobi zrani a nasledného skladovani,

3. optimalizace izolace mikrobialni DNA ze vzorki FMV a surovin s cilem ziskani
DNA o vysoké koncentraci a Cistote,

4. optimalizace podminek identifikace mikroorganizmti ve FMV a surovinach tech-
nikou PCR-DGGE,

5. identifikace mikroorganizmii ve FMV a surovinach technikou PCR-DGGE
za podminek stanovenych podle bodu 4,

6. vyhodnoceni vysledku, diskuze a formulace zavéru.
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6 MATERIAL A METODY

6.1 Pouzité pristroje, pomiicky, chemické latky a piipravky

6.1.1 Kultivaéni stanoveni a uchovavani vzorku

Zarizeni a pomucky

Sterilizator H+P Varioklav 135S (H+P Labortechnik AG, Némecko)
Stomacher Lab Blender 400 (Seward, Velka Britanie)

Inkubator mikrobiologicky (Memmert, Némecko)

CO, Water Jacketed Incubator (Shel-lab, USA)

Vahy 440-47 N d=0,01 g (KERN, Némecko)

Hlubokomrazici box (Bio-Vendor, CR)

Mikropipety (Biohit, Finsko)

Laboratorni sklo — reagenéni ldhve, odmémy valec, Petriho misky (Simax, CR)

Ostatni — sterilni Spicky, rukavice, plastové sacky, niz

Chemické latky a pfipravky

Sterilni destilovana voda

Sterilni fyziologicky roztok

Plate Count Agar (HiMedia Laboratories, Indie)
MRS Agar (HiMedia Laboratories, Indie)

M17 Agar Base (HiMedia Laboratories, Indie)
Mannitol Salt Agar (HiMedia Laboratories, Indie)
Endo Agar Base (HiMedia Laboratories, Indie)
Violet Red Bile Agar (HiMedia Laboratories, Indie)
MacConkey Agar (HiMedia Laboratories, Indie)
Yeast Glucose Chloramphenicol Agar (HiMedia Laboratories, Indie)
Agar Agar (HiMedia Laboratories, Indie)
B-glycerofosfat disodny (Merck Millipore, Némecko)
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6.1.2 Identifikace mikroorganizmi metodou PCR-DGGE

6.1.2.1

Izolace DNA

Zarizeni a pomucky

Véahy KB d=0,01 g (KERN, Némecko)

Stomacher BA6021, Lab Blender 400

Centrifuga minispin plus (Eppendorf, Némecko)

Vortex V-1 plus (Biosan, USA)

Vortex-Genie® 2 Vortex v¢. vortexového adaptéru (Mo Bio Laboratories, USA)
Spektrofotometr Infinite 200 PRO (Tecan, Svycarsko)

Osobni poc¢ita¢ ESPRIMO (Fujitsu-Siemens, Japonsko, Némecko)

Mikropipety Nichipet EX (NICHIRYO, Japonsko)

PowerFood® Microbial DNA Isolation Kit (Mo Bio, USA)

High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche, Svycarsko)

Laboratorni sklo — kadinky, 100 ml; pipety, 10 ml; reagen¢ni lahve, 250 ml (Simax,
CR)

Ostatni pomucky: sterilni $pi¢ky; stojanek na zkumavky; nitrilové rukavice; skal-
pel; pinzeta; nlizky; sterilni gaza; plynovy kahan; plastové sacky; sterilni mikroz-

kumavky pro PCR 1,5 ml, PP; balonek pipetovaci; zapalky

Chemické latky a pfipravky

Etanol 70% (Sigma-Aldrich, USA)

Sterilni destilovana voda

Dodecylsulfat sodny (SDS) v dcistoté pro molekularni biologii (Sigma-Aldrich,
USA)

Chloroform v ¢istoté pro molekularni biologii (Sigma-Aldrich, USA)

Sterilni fosfatovy pufr (PBS) (Sigma-Aldrich, USA)

Izopropanol (Sigma-Aldrich, USA)

Lysozym (SERVA, Némecko)

Masopeptonovy bujon — Nutrient Broth (HiMedia Laboratories, Indie)

6.1.2.2 Polymerdzovd rFetézova reakce

Zarizeni a pomucky




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 45

e PCR box AURA PCR™ (BIOAIR, Itélie)

e Termostat blokovy Bio TDB-100 (Biosan, USA)

e Vortex V-1 plus (Biosan, USA)

e Termocykler Aeris™ (ESCO, Singapur)

e Mikrovlnna trouba (Electrolux, Svédsko)

e Chladni¢ka s mrazicim boxem CSA34020 (BEKO, Turecko)

e Vahy KB d=0,01 g (KERN, Némecko)

e Elektroforeticka vana v¢. pfislusenstvi MultiSUB Mini (Consort, Belgie)

e Elektroforeticka vana v¢. prislusenstvi HU10 Mini-Plus Horizontal (SCIE-PLAS,
Anglie)

o Elektricky zdroj pro elektroforézu EV243 (Consort, Belgie)

e UV-Transiluminator InGeniusLHR (SYNGENE, Velka Britanie)

e Osobni pocita¢ ESPRIMO (Fujitsu-Siemens, Japonsko, Némecko)

e Mikropipety (Eppendorf, Némecko)

e Laboratorni sklo — odmérné valce, Erlenmeyerova baika, reagenéni lahve (Simax,
CR)

e Ostatni pomicky: sterilni §picky pro PCR s filtrem; sterilni mikrozkumavky pro
PCR 0,5 ml, 1,5 ml, PP; sterilni mikrozkumavky pro PCR 0,2 ml 8 ks ve stripu, s
individudlnimi plochymi vicky, PP; stojanek na zkumavky; nitrilové rukavice; ko-
vova lzicka

Chemické latky a pfipravky

e Etanol 70% (Sigma-Aldrich, USA)

e Redestilovana voda pro molekularni biologii

e 1x TAE pufr (20 mM Tris-acetat, 10 mM acetat sodny, 0,5 mM EDTA, pH 7,4)
e Agardza SeaKem (Lonza, Svycarsko)

e Etidiumbromid 1:30 H,O (Sigma-Aldrich, USA)

e 100 bp DNA Ladder N3231L (Biolabs. Inc., New England)

e GoTaq® Hot Start Green MasterMix (Promega, USA)

e DNA Gel Loading Dye (6x) (Thermo Scientific, USA)

e Primery (Eastport — Metabion, CR) (viz. tabulka 1)
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Tabulka 1: Primery pouzité k identifikaci mikroorganizmt metodou PCR-DGGE

primer poiadi bazi reference

FD1 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG Weisburg et al., 1991 [103]
RD1 5'-AAG GAG GTG ATC CAG CC Weisburg et al., 1991 [103]
341F 5'-CCTACGGGAGGCAGCAG Muyzer et al., 1993 [99]
341F(GC)* 5'-(GC-svorka)CCTACGGGAGGCAGCAG Muyzer et al., 1993 [99]
518r 5-GTATTACCGCGGCTGCTGG Muyzer et al., 1993 [99]
907r 5.CCGTCAATTCMTTTGAGTTT Lane, 1991 [105]

P1 5'.GCGGCGTGCCTAATACATGC Klijn et al., 2001 [104]

PL(GC)**  5'-(GC-svorka)GCGGCGTGCCTAATACATGC  Klijn etal., 2001 [104]

P2

5 TTCCCCACGCGTTACTCACC Klijn et al., 2001 [104]

*GC-svorka = CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGE [99]
**GC-svorka = CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCG [104]

6.1.2.3 Denaturacni gradientova gelova elektroforéza

Zatizeni a pomucky

Analytické vahy ADVENTURER Pro d=0,0001 g (OHAUS, USA)
Michadlo s ohfevem MR Hei-Tec (Heidolph, Némecko)

Ttepacka Titramax 100 (Heidolph, Némecko)

Vortex V-1 plus (Biosan, USA)

Elektroforeticky tank pro DGGE (C.B.S. Scientific Company, USA)
Elektricky zdroj pro DGGE EPS-300x (C.B.S. Scientific Company, USA)
Mini-peristalticka pumpa MPP-100-220 (C.B.S. Scientific Company, USA)
Gradient maker, 2x 20 ml (C.B.S. Scientific Company, USA)

Magnetické michadlo véetné magnett Hei-Mix S (Heidolph, Némecko)
DGGE set sklenénych desek (C.B.S. Scientific Company, USA)

Jednoducha kazeta pro DGGE z plexiskla (C.B.S. Scientific Company, USA)
Tésnéni pro DGGE 1,0 mm (C.B.S. Scientific Company, USA)

Svorky, spacery, vertikalni hiebinky pro DGGE (C.B.S. Scientific Company, USA)
Kanyla modra s kiidélky

Mikropipety Nichipet EX (NICHIRYO, Japonsko)

2 prostorné nadoby na barvici lazen

Laboratorni sklo — odmérné valce; reagencni lahve, 100ml; odpadni kadinka

(Simax, CR)
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Ostatni pomiicky: sterilni Spicky; sterilni SpiCky pro nanaSeni na elektroforetické
gely; sterilni mikrozkumavky pro PCR, 1,5 ml, PP; plastové konické zkumavky
s vickem, 50 ml; stojanek na zkumavky; nitrilové rukavice; injekéni stiikacka

s jehlou; kovova 1zicka; sterilni sklenéné kulicky; skalpel; ochranny stit

Chemickeé latky a pfipravky

Etanol 70% (Sigma-Aldrich, USA)

Sterilni destilované voda

Formamid pro molekularni biologii (SERVA, Némecko)

Mocovina (Sigma-Aldrich, USA)

40 % w/v akrylamid/bis-solution 37:5:1 (SERVA, Némecko)

Amonium persulfat (SERVA, Némecko)

NNN'N'- tetraetyletylendiamin (Sigma-Aldrich, USA)

50x TAE pufr (2M Tris-base (C4H11NO3), 1M kyselina octova (CH3COOH),
50mM EDTA)

1x TAE pufr (40mM Tris-base (C4H11NO3), 20mM kyselina octova (CH3COOH),
1mM EDTA)

Fluorescenéni barvivo GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, USA)

100 bp DNA Ladder N3231L (Biolabs. Inc., New England)

6.1.2.4 Purifikace DNA

Zartizeni a pomuicky

Centrifuga minispin plus (Eppendorf, Némecko)

High Pure PCR Product Purification Kit (Roche, Svycarsko)

Mikropipety Nichipet EX (NICHIRYO, Japonsko)

Ostatni: sterilni $picky; sterilni mikrozkumavky pro PCR, 1,5 ml a 0,5 ml, PP; nitri-

lové rukavice; stojanek na zkumavky

Chemické latky a pfipravky

Bezvody etanol (Sigma-Aldrich, USA)
Primer P1 (viz tab. 1)
Primer 341F (viz tab. 1)
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6.2 Vyroba fermentovanych masnych vyrobki a postup odbéru vzorki

K analyze byly pouzity FMV typu paprikds dodané ¢eskou firmou zabyvajici se vyrobou
masa a masnych vyrobkl v obdobi tnora az dubna roku 2015. Dodéavka vsech vzorki byla
provadéna pod kontrolou Ustavu technologie potravin Univerzity Tomase Bati ve Zling.
Dodény byly dvé Sarze salami vyrobenych klasickou technologii, dvé Sarze vyrobkl zpra-
covanych technologii QDS, dale vzorky dila vSech $arzi, vzorky kofeni a startovaci kultura
Vv lyofilizované form¢. Dilo pro vyrobu salamii klasickou technologii (dilo 1) se skladalo
Z masa, sadla, standardni davky kofeni a specifické skladby sacharidi. Dilo pro QDS tech-
nologii (dilo 2) obsahovalo maso, sadlo, vyssi davku kofeni a specifickou skladbu sachari-
da.

Vyroba salami paprikas probihala podle nasledujiciho schématu:

Klasicka technologie QDS technologie
Dilo 1, 2 sarze Dilo 2, 2 Sarze
Propustny obal Nepropustny obal
60 mm 60 mm
Fermentace Fermentace
48 hod, 12 — 15 °C 48 hod, 12 — 15 °C
Klasické suSeni Platkovani a baleni Zamrazeni
21 dnd, studeny kouf 70 % CO,+ 30 % O, 14 dni, -8 °C
Skladovani Skladovani Platkovani a suSeni
40 dna 40 dnt
Baleni
70 % CO,+ 30 % O,
Skladovani
42 dnu

Obrazek 2. Schema vyroby FMYV klasickou a QDS technologii
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Dodavka salamt byla zahajeni druhym dnem zrani a pokracovala v pribéhu celého obdobi

zrani a nasledného skladovani vyrobki v pfedem dohodnutych intervalech (tabulka 2).

Tabulka 2: Casovy harmonogram mikrobiologickych analyz vzorki salamd

den odbéru 2. 3. 16. 23. 30. 37. 42. 44, 49, 58. 63.
klasicka technologie

tyce X X X X X X

platky X X X X X
QDS technologie

tyce X X

platky X X X X X

Ihned po pifijmu byly ze salamt a surovin odebrany vzorky pro kultivaéni stanoveni mi-
kroorganizmu. Zbyly material byl uloZzen do mraziciho boxu a uchovavan pfi teploté
-70 °C az do doby dalsich analyz. Viechny analyzy byly provadény na Ustavu inzenyrstvi

ochrany zivotniho prostfedi Univerzity Tomase Bati ve Zlin¢.

6.3 Mikrobiologicky rozbor

Pro kultiva¢ni stanoveni mikroorganizmii bylo za aseptickych podminek odebirano 10 g
vzorku dila, kofeni ¢i salamu do sterilniho plastového sacku. Z ty¢i salamt byly vzdy ode-
brany tii vzorky, kazdy z jedné vrstvy podle obrazku 3. Navazka byla 10-krat zfedéna ste-
rilnim fyziologickym roztokem. Poté byl obsah sa¢ku homogenizovan za pouziti Stoma-
cheru po dobu 2 minut. Z této zakladni suspenze byla pfipravena fada desitkového fedéni.
Agarové plotny byly inokulovany roztérem 100 ul suspenze za pouZiti sterilnich hokejek.
Pro kazdou sledovanou skupinu mikroorganizmi byly pouzity vzdy tfi po sob& jdouci fe-
déni kazdého vzorku, od kazdého fedéni byly inokulovany dvé plotny. Plotny byly inku-
bovany za podminek vhodnych pro rist dané skupiny mikroorganizmuti. Prehled sledova-
nych skupin mikroorganizmt, pouzitych zivnych pud a podminky kultivace

jsou uvedeny v nasledujici tabulce.
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Tabulka 3: Kultiva¢ni stanoveni mikroorganizmi

skupina Fivné** podminky vychozi

mikroorganizmi pudy kultivace norma

CPM* PCA 30 °C, 72 hod CSN ISO 2293

mlécné koky M17 30 °C, 72 hod -

laktobacily MRS JUHE T2l CSNISO 15214
anaerobneé

koagulaza negativni o

stafylokoky MSA 30 °C, 24 — 48 hod -

eled Endo 37 °C, 24 + 2 hod CSN ISO 21528-2

Enterobacteriaceae

laboratorni teplota,

3_5 dni CSN ISO 13681

kvasinky a plisné YGC

* celkové pocty mikroorganizmt
** viz kapitola 6.3.1

Obrazek 3: Pricny prirez salamem — analyzované vrstvy

Po ukonceni kultivace byly ur¢eny pocty kolonii sledovanych mikroorganizmi na plotnach
a piepocteny jako CFU/g vyrobku. Plotny s nepoditatelnym mnozstvim kolonii byly
ze stanoveni vyfazeny. VeSkeré mikrobiologické rozbory byly provadény ve dvou opako-

vanich.

6.3.1 SloZeni a priprava Zivnych pid

K pripravé kultivacnich médii uvedenych v tabulce 3 byly vyuzity komeréné vyrobené
praskové smési, které byly rozpustény v destilované vod¢ podle navodu vyrobce HiMedia

Laboratories. Vysledné sloZeni ptid bylo nasledovné:

— PCA (Plate Count Agar): enzymaticky hydrolyzat kaseinu 5,0 g/l, kvasni¢ny ex-
trakt 2,5 g/1, dextréza 1,0 g/l, agar 15,0 g/, vysledné pH (pii 25 °C) 7,0 £ 0,2,



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 51

M17 (M17 Agar Base): sojovy pepton 5,0 g/l, masovy pepton 5,0 g/l, kvasni¢ny
extrakt 2,5 g/l, hovézi extrakt 5,0 g/l, kyselina askorbova 0,5 g/l, siran hotfe¢naty
0,25 g/1, laktéza 5,0 g/l, B-glycerofosfat disodny 19,0 g/l, agar 10,0 g/I, vysledné
pH (25°C) 7,1 +£0,2,

MRS (Lactobacillus MRS Agar): proteozo-pepton 10,0 g/l, hovézi extrakt
10,0 g/l, kvasni¢ny extrakt 5,0 g/1, dextroza 20,0 g/1, polysorbat 80 1,0 g/l, citrat
amonny 2,0 g/, acetat sodny 5,0 g/l, siran hotfe¢naty 0,1 g/l, siran manganaty
0,05 g/l, hydrogenfosfore¢nan draselny 2,0 g/1, agar 12,0 g/, vysledné pH (25 °C)
6,5+0,2,

MSA (Mannitol Salt Agar): proteozo-pepton 10,0 g/l, masovy extrakt (ekviva-
lentni k hovézimu extraktu) 1,0 g/l, chlorid sodny 75,0 g/1, D-mannitol 10,0 g/I, pH
indikator fenolova cerven 0,025 g/, agar 15,0 g/l, vysledné pH (25 °C) 7,4 £ 0,2,
Endo (Endo Agar Base): pepton 10,0 g/1, laktéza 10,0 g/l, fosfore¢nan draselny
3.5 g/l, sificitan sodny 2,5 g/1, agar 12 g/l, vysledné pH (25 °C) 7,5 £ 0,2,

YGC (Yeast Glucose Chloramphenicol Agar): kvasni¢ny extrakt 5,0 g/l, glukdza
20, 0 g/1, chloramfenikol 0,1 g/, agar 15,0 g/l, vysledné pH (25 °C) 6,6 + 0,2.

Rozpusténé pudy byly sterilizovany v autoklavu pti 121 °C po dobu 15 minut a za horka

rozlity do sterilnich Petriho misek.

6.3.2 Vyjadreni vysledki pro kvantitativni stanoveni

Pocet mikroorganizmii N v pevnych vzorcich se vyjadiuje v jednotkach CFU/g (téz KTJ/g;

kolonie tvofici jednotky na gram). Tuto hodnotu lze ziskat dosazenim do vzorce

kde:

N = L¢
~ Vd(n, +0,1n,)

> C je soucet kolonii spocitanych po identifikaci na vSech vybranych plotnach,

N1 je pocet ploten pouzitych pro vypocet z prvniho fedéni,

N, je pocet ploten pouzitych pro vypocet z druhého fedéni,

d je prvni pro vypocet pouzité fedéni,

V je objem ockovaného vzorku.
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Znéme-li pocty kolonii na plotnach pouze jednoho fedéni, je mozné pro vypocet hodnoty N

pouzit vzorec

kde:

>C/n

N=7a

> C je soucet kolonii spocitanych po identifikaci na v§ech vybranych plotnéch,

n je pocet ploten pouzitych pro vypocet z dané¢ho fedéni,

d je fedéni pouzité pro vypocet,

V je objem oc¢kovaného vzorku.

6.4 Identifikace mikroorganizmi metodou PCR-DGGE

6.4.1 Optimalizace p¥ipravy vzorku pro izolaci DNA

Byly testovany tii rizné metody piipravy vzorka salami, dila a kofeni s cilem dosahnout

co nejvyssi mozné koncentrace a Cistoty DNA.

1. metoda: Vzorek salamu byl pfenesen do sterilniho plastového sacku a smichan

s destilovanou vodou v poméru 1:2. Obsah sacku byl homogenizovan za pouziti
Stomacheru po dobu 2 minut. Homogenizovana smés byla prefiltrovana pies steril-
ni gazu. Ziskany filtrat byl pouZit pro izolaci DNA (viz nésledujici kapitola).
metoda: Vzorek salamu byl pienesen do sterilniho plastového sacku a smichan
s destilovanou vodou v poméru 1:2. Obsah sacku byl homogenizovan za pouZiti
Stomacheru po dobu 2 minut. Homogenizovana smés byla piefiltrovana pies steril-
ni gazu. Ziskany filtrat byl smichan s chloroformem v poméru 1:1. Tato smés byla
protfepavana 3 minuty. Takto upraveny filtrat byl pouzit pro izolaci DNA (viz na-
sledujici kapitola).

metoda: Vzorek salamu byl pfenesen do sterilniho plastového sacku a smichan
s destilovanou vodou v poméru 1:2. Obsah sacku byl homogenizovan za pouziti
Stomacheru po dobu 2 minut. Homogenizovana smés byla ptefiltrovana pies steril-
ni gazu. Ziskany filtrat byl smichan s 20% SDS v poméru 3:0,075. Tato smés byla
inkubovana 1 hodinu pfi teploté 55 °C. Takto upraveny filtrat byl pouzit pro izolaci

DNA (viz nasledujici kapitola).

Vsechny metody byly otestovany ve dvojim opakovani.
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6.4.2 lzolace chromozomalni DNA z bakterialnich bunék s vyuzitim komer¢éniho
kitu

K izolaci DNA ze vzorku salami, kofeni a dila byla pouzita komer¢ni souprava uréena
pro aplikaci na potraviny (PowerFood® Microbial DNA Isolation Kit). Izolace DNA pro-

bihala ve dvou fazich:

1. lzolace DNA v ramci optimalizace metody ptipravy vzorki (viz kap. 6.4.1).

2. Izolace DNA ze vzorki piipravenych metodou, ktera poskytovala nejvyssi vytézky
nejc¢istsi DNA. Tyto vzorky byly dale vyuZity k optimalizaci dalSich krokti PCR-
DGGE analyzy a k vlastnimu stanoveni mikrofléry FMV.

Pro druhou fazi izolace DNA bylo vzdy pouzito 10 g salamu v ty¢i, dila ¢i kotfeni v roz-
mrazeném stavu a smichano se sterilni destilovanou vodou v poméru 1:2. Z kazdé tyce
byly odebirany dva vzorky, jeden zI. vrstvy a druhy ze III. vrstvy dle obrazku 3.
Z rozmrazenych platka saldmi byly odebirany vzdy 3 platky a smichany s 20 ml sterilni

destilované vody. Dale se postupovalo podle postupu vybrané metody.

Pfi izolaci se postupovalo podle nasledujiciho protokolu, a sice bez ohledu na metodu pfi-

pravy vzorki (viz kap. 6.4.1):

1. Do 2ml zkumavky, kterd je soucasti kitu, bylo pfidano 1,8 ml filtratu (viz kap.
6.4.1). Obsah zkumavky byl centrifugovan pii 13 000 x g po dobu 1 minuty pfi po-
kojové teploté. Supernatant byl odlit a obsah zkumavky byl znovu centrifugovan
za stejnych podminek. Supernatant byl odstranén pipetovanim. Ve zkumavce ziista-
ly koncentrované mikrobialni buriky.

2. Buné¢na peleta byla resuspendovana ve 450 ul roztoku PF1, ktery je silnym lyzag¢-
nim ¢inidlem naruSujicim bunééné stény a zaroven napomahajicim odstranovat or-
ganické i anorganické slouceniny kromé DNA. Je dulezité, aby tento roztok
byl pied pouZitim zahtaty na 55 °C a pouzit dokud je horky, ¢imz se zabrani jeho
vysrazeni.

3. Resuspendované buiiky byly pfemistény do rozbijeci zkumavky, které byly nasled-
n¢ umistény do vortexového adaptéru do horizontalni polohy. Vzorky byly vorte-
Xovany pii nejvyssi rychlosti po dobu 10 minut.

4. Obsah rozbijecich zkumavek byl centrifugovan 1 minutu pii 13 000 x g. Pfi tomto
kroku se rozbité bunky shromazd'uji po stranach zkumavky, zatimco DNA zlstava

Vv supernatantu. Supernatant byl ptenesen do ¢isté 2ml zkumavky.
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10.

11.

K supernatantu bylo ptidano 100 pl roztoku PF2, ktery umoziuje odstranéni orga-
nickych a anorganickych sloucenin a zbytkti bunék. Smés byla kratce promichana
na vortexu a nasledn¢ inkubovana asi 5 minut pti 4 °C, piicemz vyrobce doporucu-
je pouziti vodni 1azné s ledem.

Smés byla centrifugovana 1 minutu pii 13 000 x g a pokojové teplot¢.

Veskery supernatant obsahujici DNA byl pfenesen do cist¢é 2ml zkumavky.
Do zkumavky bylo piidano 900 ul roztoku PF3. Smés byla kratce promichana na
vortexu. Roztok PF3 je vysoce koncertovanym solnym roztokem, ktery umoziiuje
stalou vazbu DNA na membranu kolonky v nasledujicim kroku. Diky vysoké kon-
centraci soli mize Vv roztoku dojit k jejich vysrazeni. Pied pouzitim je tedy nutno
roztok zkontrolovat a pfipadné i zahtat na 55 °C, aby se srazenina rozpustila.
Pted pouzitim neni nutné ¢ekat, az roztok zchladne.

Pfiblizn¢ 650 pl smési ve zkumavce bylo pteneseno do kolonky a centrifugovano
1 minutu pii 13 000 x g a pfi pokojové teploté. Prefiltrovana tekutina byla vylita.
Do kolonky bylo pieneseno dalSich 650 pl smési. Centrifugace byla opakovana.
Filtrat byl opét vylit. Do kolonky byl piidan zbytek smési, ktery byl rovnéz centri-
fugovan. Vyrobce zde klade diiraz na nutnost rozdéleni kazdého vzorku na tii dav-
ky. Tento krok je charakterizovan selektivni vazbou DNA na kiemic¢itou membranu
kolonky. Naopak témét vSechny kontaminujici slozky piechazi do filtratu.

Kolonka se zachycenou DNA byla pfemisténa do ¢isté 2ml zkumavky a naplnéna
650 pl promyvaciho roztoku PF4, ktery je nutno pied pouzitim protiepat. Takto by-
ly vzorky centrifugovany pii 13 000 x g po dobu 1 minuty. Roztok s sebou unasi
soli, huminové kyseliny a dal$i pfimési, které se rovnéz zachytily na membrané.
Prefiltrovana tekutina byla ze zkumavky vylita. Do kolonky bylo pfidano 650 pl
roztoku PF5. Obsah byl opét centrifugovan (1 minuta, 13 000 x g). Timto zpuso-
bem byly z membrany odstranény zbytky roztoku PF4.

Prefiltrovana tekutina byla ze zkumavky vylita. Kolonka bylo podrobeno dalsi cen-
trifugaci, tentokrat vsak po dobu 2 minut pii 13 000 x g. Zde je dilezité odstranit
posledni zbytky promyvaciho roztoku PF5, aby se zabranilo interakcim etanolu ob-
sazenému v tomto roztoku béhem dalSich aplikaci (PCR, restrik¢ni analyza, gelova

elektroforéza).
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12.

13.

Kolonka byla pienesena do &isté 2ml zkumavky a prevrstvena 50 pl roztoku PF6.
Jedna se o sterilni elu¢ni pufr, ktery je nutno nanéset doprostied membrany tak, aby
celd membrana byla vlhka. Tento pufr zajisti uvolnéni DNA z membrany, protoze
neobsahuje zadné soli, které by podporovaly vazbu DNA na membranu. Vyrobce
také uvadi, ze tento roztok lze nahradit sterilni DNA-Free PCR Grade vodou pfi-
padné TE pufrem.

Zkumavka s kolonkou byla centrifugovana pii 13 000 X g po dobu 1 minuty.
Pii tom DNA piejde do pufru, ktery se shromazd’uje na dn¢ zkumavky. Kolonka

byla ze zkumavky vyjmuta.

DNA je v tomto stravu pfipravena pro rizné aplikace a jiz neni potieba dalSich Gprav.

Pro ptipady pozdéjsiho pouziti, se doporucuje DNA skladovat pfi teplotach -20 az -80 °C.

Veskeré roztoky a dalsi pomucky (2ml zkumavky, rozbijeci zkumavky, kolonky) pouzité

pfi izolaci DNA jsou soucasti komeréni izola¢ni soupravy.

Izolace DNA startovaci kultury byla provadéna pomoci komeréni soupravy High Pure

PCR Template Preparation Kit. Pfi izolaci se postupovalo podle nasledujiciho protokolu:

1.

Lyofilizovana kultura byla pomoci sterilni bakteriologické klicky pfenesena do pfi-
blizn¢ 4 ml sterilniho masopeptonového bujonu (pepton 5,0 g/l, chlorid sodny
5,0 g/1, hovézi extrakt 1,5 g/, kvasni¢ni extrakt 1,5 g/l, pH 7,4 £+ 0,2) a kultivovana
pii laboratorni teploté po dobu 72 hodin.

Mikrozkumavka o objemu 1,5 ml byla naplnéna dobie promichanou suspenzi bak-
terialnich bun€k v bujonu a centrifugovana po dobu 5 minut pti 3 000 X g.
Supernatant byl odlit a peleta bun¢k byla resuspendovéana ve 200 ul PBS.

Do mikrozkumavky bylo pfidano 5 ul lysozymu (10 mg/ml v 10mM Tris-HCI,
pH 8,0). Smés byla inkubovana pii teploté 37 °C po dobu 15 minut.

Ke vzorku bylo pfidano 200 pl Binding Buffer a 40 pl obnovené proteindzy K (obé
¢inidla jsou soucasti kitu). Smés byla ihned promichana a inkubovana pfi teploté
70 °C po dobu 10 minut.

Ke smési bylo pfidano 100 pl izopropanolu. Obsah mikrozkumavky byl dobie

promichan.

1V pavodnim protokolu je uvadén objem 100 pl. S cilem ziskat koncentrovangjsi DNA viak bylo toto mnoz-
stvi redukovano na polovinu.
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7. Smegs byla pienesena do kolonky umisténé ve zkumavce (soucasti kitu) a centrifu-
govéana 1 minutu pfi 8 000 X g.

8. Kolonka byla pienesena do nové zkumavky. Do kolonky bylo piidano 500 pl Inhi-
bitor Removal Buffer (soucasti kitu). Vzorky byly centrifugovany 1 minutu
pti 8000 x g.

9. Kolonka byla opét pienesena do nové zkumavky. Do kolonky bylo ptidano 500 ul
Wash Buffer (soucasti kitu). Vzorky byly centrifugovany 1 minutu pti 8 000 X g.
Tento postup byl jesté jednou opakovan.

10. Prefiltrovana kapalina byla ze zkumavky vylita a cela filtraéni sestava byla znovu
centrifugovana 10 sekund pii nejvyssi rychlosti.

11. Kolonka byla pfenesena do ¢isté sterilni 1,5ml mikrozkumavky. Do kolonky bylo
pfidano 30 pl zahtatého (70 °C) elu¢niho pufru (Elution Buffer), ktery je soucasti
kitu.

12. Po 15 minutach stani byl vzorek centrifugovan po dobu 1 minuty pii 8 000 x g.

Timto krokem byla DNA vymyta z membrany kolonky do mikrozkumavky.

Tento postup byl proveden minimalné ve ¢tyfech opakovanich pro piipad nedostate¢ného
vytézku.
DNA ziskana timto zptusobem je vhodna pro okamzité pouziti. Lze ji také skladovat

pii teploté +2 az +8 °C nebo pfii -15 az -25 °C pro ptipad pozd¢jSich analyz.

6.4.3 Kontrola koncentrace a ¢istoty DNA

Koncentrace a Ccistota veSkeré vyizolované DNA byla ovéfena na spektrofotometru
pii vinové délce 260 a 280 nm. Volba téchto vinovych délek elektromagnetického zéateni
byla ovlivnéna skute¢nosti, ze proteiny absorbuji nejvice zafeni o vinové délce 280 nm

a nukleové kyseliny jsou nejcitlivejsi k vinovym délkam 260 nm.

Vlastni méfeni zac¢ina nanesenim 2 pl rozpoustédla (roztok PF6, Elution Buffer) do speci-
alnich jamek patentované NanoQuant desky, ktera je soucasti spektrofotometru. V piistroji
je zméfena absorbance, ktera slouzi k jeho kalibraci. V druhém kroku se provadi méfeni
jiz s vyizolovanou DNA. Z absorbance zmeétené pii 260 nm pfistroj vypocita koncentraci
DNA. Cistota DNA je pak dana pomérem absorbanci pii obou vinovych délkach
(A260/A280). Tento pomér by se mél idealné pohybovat mezi hodnotami 1,8 — 2,0.
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6.4.4 Amplifikace useku genu pro 16S rRNA

Amplifikace (zmnozeni) prokaryotické DNA byla provedena ve dvou krocich (tzv. nested
polymerazova fetézova reakce) pro dosazeni vyssiho vytézku a citlivosti stanoveni.
Za cilové misto amplifikace byl zvolen gen pro 16S ribozomalni RNA (16S rRNA)

z duvodu své vysoké konzervovanosti pro rizné druhy bakterii i archaea.

6.4.4.1 1. krok amplifikace — Touch Down polymerdzova i'etézovd reakce

Touch Down polymerazova fetézova reakce (Touch Down PCR) vyuziva postupné se sni-
Zujici se teploty nasedani primerti na polynukleotidovy fetézec. V prvnich cyklech je teplo-
ta nasedani vysokd, ¢imz se zabrani nespecifickému nasednuti primert a je tedy vysoka
pravdépodobnost, ze bude amplifikovana sekvence zajmu. Tyto fragmenty jsou pak dale

zesileny v dalsich cyklech, ve kterych se teplota nasedani primerti postupné snizuje.

Pro jesté vyraznéjs$i zvySeni piesnosti amplifikace genu byla Touch Down PCR pouzita
v modifikaci Hot Start, ktera vyuziva specialni DNA polymerazu vyzadujici pro svou akti-
vaci vysokou aktivaéni teplotu, tj. teplotu okolo 95 °C. Tim se zabranuje syntéze DNA
béhem nabehové teploty, kdy mize dochazet k nespecifickému nasedéni primerti na tem-

platovou DNA.

Vlastni PCR probihala v reakéni smési o objemu 20 ul, jejiz slozeni je uvedeno
v tabulce 4. MasterMix pouzity jako jedna z komponent obsahoval GoTaq® Hot Start po-
lymerazu, deoxynukleotidy (ANTP), MgCl; a reak¢ni pufry.

Ptiprava reakéni smési byla provedena v PCR boxu vysviceném ultrafialovym zafenim

(min. 20 minut).

Tabulka 4: Slozeni reakéni smési pro PCR — 1. amplifikaéni krok

komponenta mnoZstvi pro 1 reakci [pl]
GoTaq® Hot Start Green MasterMix 10
sterilni voda pro molekularni biologii
forward primer FD1
reverse primer RD1
DNA

CELKEM 20

Charakteristické sekvence bazi primert FD1 a RD1, které umoziuji jejich specifické na-

sednuti na templatovou DNA, jsou uvedeny v tabulce 1. Pouzitim téchto dvou primerQ
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bylo dosazeno zmnozeni useku o velikosti pfiblizné 1 500 bp (obrazek 4). Primery byly
dodany v lyofilizované form¢. Pred pouzitim byly rozpustény ve sterilni PCR vodé podle

navodu vyrobce a nasledné natfedény na pracovni koncentraci 20 pmol/pl.

~1500 bp

Obrazek 4: Gen pro 16S rRNA — amplifikovana sekvence v 1. amplifikacnim Kroku
Upraveno podle Kuczynski et al. [106].

Soucasné s piipravou reak¢nich smési byla namichana také negativni kontrola pro ovéfeni,
zdali nedoslo ke kontaminaci nékteré ze slozek cizorodou DNA. DNA je v tomto vzorku

nahrazena stejnym objemem sterilni vody pro PCR.
Pti ptipravé reakéni smési se postupovalo nasledovne:

1. Do sterilni mikrozkumavky pro PCR o objemu 1,5 ml byl napipetivan MasterMiXx,
sterilni voda pro molekularni biologii a oba primery v mnozstvi vypocitaném pro
dany pocet vzorki. Do vypoctu byla zahrnuta také jedna kontrola a rezerva. Obsah
mikrozkumavky byl dtikladné promichan na vortexu.

2. Tato smés byla rozpipetovana po 19 ul do sterilnich mikrozkumavek pro PCR
o objemu 0,2 ml spojenych do stripti. Negativni kontrola byla doplnéna vodou
do objemu 20 pl a uzaviena.

3. Jako posledni byla do reakéni smési pfidana vyizolovand DNA. Pipetou byla smés

zaroven promichéna.

Stripy sreakéni smési byly vlozeny do termocykleru. Vlastni PCR probihala podle

schématu, ktery je uveden v nasledujici tabulce.
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Tabulka 5: Teplotni a asovy profil 1. amplifika¢niho kroku

krok PCR teplota [°C]  doba trvani [s] pocet cykli
pocatecni denaturace 94 120 1x
denaturace (denaturation) 94 30 10X — v kazdém
nasedani primeru (annealing) 57 30 cyklu se teplota
elongace (extension) 72 90 snizi 0 0,5 °C
denaturace (denaturation) 94 30

nasedani primeru (annealing) 52 30 25X
elongace (extension) 72 90

zaveérecna extenze (final extension) 72 600 1x
uchovani (storage) 4 o0 1x

6.4.4.2 2. krok amplifikace

Rovnéz pti druhém amplifikacnim kroku byla pouzita PCR v modifikaci Hot Start. Objem
reak¢ni smési byl tentokrat 30 ul pro piipad, ze by bylo nutné stanoveni opakovat. Piiprava
této smési, v¢. ptipravy primert, probihala za stejnych podminek a podle stejného postupu
jako v piipadé 1. amplifika¢niho kroku (viz kap. 5.4.3.1). SloZeni reak¢éni smési je uvedeno

v tabulce 6.

Tabulka 6: Slozeni reakéni smési pro PCR — 2. amplifikaéni krok

komponenta mnozstvi pro 1 reakci [pl]
GoTag® Hot Start Green MasterMix 15,0
sterilni voda pro molekularni biologii 10,5
forward primer 1,5
reverse primer 1,5
DNA (PCR produkt z 1. kroku) 15
CELKEM 30,0

Ve druhém amplifikaénim kroku byly pouZzity celkem tfi sady primert, které umoznily
zmnozeni konkrétnich usekti genu pro 16S rRNA. Pro amplifikaci Gseku zahrnujiciho vari-
abilni oblasti V3 — V5 byly vybrany primery 341F(GC) a 907r, primery 341F(GC) a 518r
umoznily zmnozeni pouze variabilni oblasti V3 a kone¢né tisek obsahujici oblast V1 byl
zmnozen za pouziti primerd P1(GC) a P2. Sekvence bazi vSech pouzitych primert
jsou uvedeny v tabulce 1. Primery s oznacenim (GC) obsahuji GC-svorku. Na obrazku 5
jsou graficky znazornény mista nasedani primert na templatovou DNA a ptiblizné velikos-

ti amplifikovanych fragmentt genu pro 16S rRNA.
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~560 bp

Obrdzek 5: Gen pro 16S rRNA — amplifikované sekvence ve 2. amplifikacnim kroku

Upraveno podle Kuczynski et al. [106].

Amplifikace sekvenci nukleovych kyselin probihala v termocykleru podle schématu, ktery

je uveden v nasledujici tabulce.

Tabulka 7: Teplotni a ¢asovy profil 2. amplifika¢niho kroku

krok PCR Teplota [°C] doba trvani [s] pocet cyklu
pocatecni denaturace 94 120 Ix
denaturace (denaturation) 94 30

nasedani primeru (annealing) 57 30 35x
elongace (extension) 72 60

zaverena extenze (final extension) 72 600 1x
uchovani (storage) 4 ') 1x

6.4.4.3 Elektroforeticka detekce fragmentit DNA
Uspésnost a kvalita obou krokii PCR byla ovéfena elektroforeticky v 1% agarézovém gelu.
Ptiprava gelu probihala podle nasledujiciho protokolu:

1. Do Erlenmayerovy baiiky bylo navazeno vypocitané mnozstvi praskové agarozy:
a. 0,5 gpro vysledny objem 50 ml,
b. 1,0 g pro vysledny objem 100 ml.

2. Kagaroze byl pfidan 1x koncentrovany TAE pufr v mnozstvi 50 ml, respektive
100 ml.

3. Smeés byla v mikrovinné troub¢ piivedena k varu. Po kratkém probublani se ohiev
zastavil a obsah bailky se pomalym a mirnym krouzivym pohybem promichal. Ten-
to postup byl jesté 2x zopakovan.

4. Rozpusténa agardza se nechala mirné€ zchladnout. Mezi tim byla ptipravena forma

na gel s hiebinkem.?

2\ piipadé potieby zanalyzovat vice vzorkl soucasné€, je mozné umistit dva (dle moznosti i vice) hiebinky
za sebou.
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5. Do roztoku agarozy byl ptidan etidiumbromid (EtBr) v mnozstvi asi 30, resp.
60 pl. Smés byla krouzivym pohybem promichdna. V tomto okamziku je na misté
zduraznit nutnost prace v rukavicich z divodu vysoké toxicity EtBr.

6. Roztok byl nalit do formy. Piipadné bubliny, které se béhem toho vytvotily, byly
odstranény za pomoci Cisté $picky.

7. Minimaln¢€ 30 minut se nechal gel tuhnout ve vodorovné poloze.

Ze ztuhlého gelu byl vyjmut hiebinek. Gel 1 s formou (bez bocniho tésnéni) byl vlozen
do elektroforetické vany naplnéné 1x koncertovanym TAE pufrem tak, aby jamky v gelu

byly na stran¢ zadporné (Cerné) elektrody a aby byl gel zcela ponoten v pufru.

Do prvni jamky gelu bylo naneseno 5 ul markeru (Marker-Quick-Load 100bp DNA
Ladder®) jako standardu. Dalsi jamky byly naplndny 5 pl vzorku v&etn& negativni kontro-
ly*. Elektrody elektroforetické vany byly napojeny na zdroj elektrického nap&ti. Vlastni

elektroforéza probihala pfiblizné 20 minut pii napéti 90 V.

Po ukonceni elektroforézy byl gel piesunut do UV-transilumindtoru a pozorovan
pod UV svétlem prostiednictvim kamery. Pomoci programu GeneSnap byla potizena foto-

grafie osviceného gelu.
6.4.5 Denaturaéni gradientova gelova elektroforéza

6.4.5.1 Sestaveni aparatury pro vyrobu gelu

Pro sestaveni jedné aparatury bylo zapotfebi Uzké sklo se zaoblenymi spodnimi rohy

a silné sklo s vyfezem o rozmérech 17,7 x 22,0 cm.

1. Obé skla byla pied pouzitim omyta etanolem.
2. Po obvodu uzsiho skla bylo natazeno tésnéni do tvaru pismene U (horni hrana zi-
stala bez t€snéni). Toto sklo bylo poté poloZeno na laboratorni stil trubkovitou ¢as-

ti tésnéni nahoru.

3 Marker-Quick-Load 100bp DNA Ladder byl pred pouzitim smichan s DNA Gel Loading Dye (6x) a sterilni
vodou pro molekularni biologii v poméru 1:1:3. DNA Loading Dye obsahuje barviva (bromfenolova modt
a xylenkyanol FF) pro vizualni sledovani migrace DNA v pribéhu elektroforézy a glycerol pro lepsi ,,sednu-
ti* markeru/vzorku na dno jamky.

* Ke vzorkiim nebyl piidavan DNA Gel Loading Dye (6x), vie jiz obsahoval MasterMix.
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3. Vedle vnitinich okrajii t€snéni byly umistény spacery (oddelovace), které zajist'ova-

ly vytvoreni prostoru mezi sklenénymi deskami (obrazek 6).

Obrazek 6: Sestavovani aparatury pro pripravu gelu

4. Na sklo s tésnénim bylo polozeno silngjsi sklo vyfezem nahoru. Po obvodu byla
skla k sob& zajisténa klipsy. Cela aparatura byla postavena do vertikalni polohy
(obrazek 7).

Obrazek T: Aparatura pro pripravu gelu
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6.4.5.2 Priprava gelu

Pro ptipravu 7,5% gelu o rozmérech 150x200x1 mm bylo nejprve potieba namichat zasob-

ni denatura¢ni roztoky podle tabulky 8. Pro vyrobu jednoho gelu je vzdy potieba dvou roz-

tokti o rizné koncentraci denaturacnich ¢inidel (40% (v/v) formamidu a mocoviny),

pti¢emz rozdil koncentraci denaturac¢nich roztokti by mél byt alespon 10 % [97]. V ptipadé

potieby namichat roztok o jiné koncentraci, nez jaka je uvedena v tabulce 8, bylo mnozstvi

denaturacnich ¢inidel pfepocitdno pomoci trojclenky.

Tabulka 8: SloZeni zasobnich denatura¢nich roztoka

10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
40% bis-akrylamid [m]] 18,8 188 188 188 188 188 188 188 188 188
50x TAE pufr [ml] 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
formamid [ml] 40 80 120 160 20,0 240 280 320 360 40,0
modovina [g] 42 84 126 168 210 252 294 336 37,8 420

1. Pti ptipravé denaturacnich roztoki se vzdy zac¢inalo navazovanim mocoviny, teprve

az poté byly ptidavany kapalné slozky. Pomoci magnetického michadla byla smés

michana pti pokojové teploté, dokud se mocovina zcela nerozpustila. Nakonec byly

jednotlivé roztoky doplnény destilovanou vodou do objemu 100 ml.

2. Marker gradientu, jehla a spojovaci hadi¢ka byla promyta destilovanou vodou.

Po promyti byly uzavieny oba ventily markeru gradientu a jehla s nim spojena pro-

sttednictvim hadic¢ky byla umisténa mezi skla aparatury pro ptipravu gelu.

3. Dvé koénické zkumavky o objemu 50 ml byly oznaceny pismeny "A" a "B".

Do zkumavky "A" bylo odméfeno:

> 15 ml zasobniho denatura¢niho roztoku 0 VYSSI koncentraci denaturaénich

¢inidel,

> 104,4 ul 10% roztoku APS (amonium persulfat)®,

» 6,5 ul TEMED.

Do zkumavky "B" bylo pfidano:

® Pfedpripravené zasobni denaturaéni roztoky byly skladovéany pii teploté +4 °C.
® Pro ptipravu jednoho gelu bylo navazeno 0,025 g APS do 1,5ml mikrozkumavky a rozpusténo ve 250 pl

redestilované vody.
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> 15 ml zasobniho denaturaéniho roztoku o NIZSI koncentraci denatura¢nich
¢inidel,

» 104,4 ul 10% roztoku APS,

» 6,5 ul TEMED.

4. Obsah obou zkumavek byl ihned dikladné promichan. Byla také provedena kontro-
la, ze jsou oba ventily markeru gradientu uzaviené. Dalsi kroky uz musely probihat
bez zbyte¢nych prodlev, protoze polymerace je velmi rychla.

5. Do pravé ¢asti markeru gradientu byl nalit roztok ze zkumavky "A™ a do levé ¢asti
roztok ze zkumavky "B", jak je znazornéno na obrazku 8.

6. Bylo zapnuto magnetické michani a rovnéz mini-peristalticka pumpa.

7. Nejprve byl otevien ventil V-1 a vzapéti také ventil V-2 (viz obrazek 8).

8. Jakmile byl cely prostor mezi skly zaplnén roztokem, byl do aparatury zasazen hie-
binek s 16 nebo 22 zuby. Pokud objem roztokti nepostacoval pro vyplnéni celého
prostoru mezi skly, byl gel dokon¢en 0% roztokem (bez mocoviny a formamidu).

9. Marker gradientu, jehla a spojovaci hadicka byla znovu dikladné promyta destilo-
vanou vodou.

10. Gel tuhnul ptiblizné 1 hodinu.

Obrdzek 8: Priprava gelu (upraveno) [107]
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6.4.5.3 Priprava a priubéh elektroforézy

1.

Elektroforeticky tank byl naplnén 1x TAE pufrem a vytemperovan na teplotu

60 °C. Tento krok byl proveden jiz v pribéhu tuhnuti gelu.

Po probéhnuti polymerace byly z aparatury pro piipravu gelu odstranény svorky.
Tésnéni na spodni hrané desek bylo uvolnéno (viz obrazek 9).

Sklenéné desky s gelem (tzv. sendvi¢) byly piilozeny k jednoduché kazeté
z plexiskla vyfezem dovnitf a zajiStény svorkami specidln€é vyhrazenymi
pro dlouhodobé maceni v lazni (viz obrazek 9).

Z gelu byl opatrné vyjmut hiebinek a jamky byly dukladné¢ vymyty pufrem
za pomoci injekeni stiikacky a jehly. Timto krokem byly z jamek odstranény zbyt-
ky denatura¢niho roztoku, které nebyly zadrzeny v gelu.

Kazeta se sendvi¢em byla vlozena do tanku s pufrem a byla na ni nasazena hadicka,
kterou protéka pufr, ¢imz byl prostor jamek naplnén pufrem.

Do jamek bylo nanaSeno 8 pl vzorku. Do prvni a posledni jamky byl nanesen

Marker-Quick-Load 100bp DNA Ladder ve stejném mnozstvi.

Ke kazeté byla ptipojena katoda. Elektroforéza probihala pii napéti 120 V po dobu
900 minut do druhého dne.

Obrazek 9: Sendvic pripevnény ke kazeté
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6.4.5.4 Barveni gelu a vizualizace
Pti barveni gelu se postupovalo nasledovné:

1. Byla piipravena barvici lazen skladajici se ze 400 ml 1x koncentrované¢ho
TAE pufru a 40 ul fluorescenéniho barviva GelRed Nucleic Acid Gel Stain. Velkou
pfednosti toho barviva je jeho netoxicita oproti EtBr, ktery 1ze rovnéz pro barveni
pouZit.

2. Lazen byla prekryta alobalem z diivodu nachylnosti barviva ke svétlu.

3. Kazeta se sendvicem byla vyjmuta z tanku a rozebrana. Ze sendvice bylo odstran¢-
no t&sndni a spacery a skla byla od sebe opatrné odd&lena’. Cely proces byl prova-
dén tak, aby gel zistal na silnéjSim skle s vyiezem.

4. Sklenéné deska s gelem byla vloZena do barvici 1azné.

5. Barveni probihalo 90 — 120 minut pfi sou¢asném protiepavani lazn¢ na tiepacce,

tak aby se barvici roztok dostal i pod gel.

Obarveny gel byl pienesen ze skla na UV-transluminator a prosvicen UV zafenim. Pomoci

programu GeneSnap byla potizena fotografie osviceného gelu.

6.4.6 Optimalizace techniky PCR-DGGE

Byly optimalizovany podminky PCR-DGGE analyzy s cilem dosdhnout vysokého stupné
rozliSeni fragmentd DNA. Optimalizace se zaklddala na hledani vhodného useku genu
pro 16S rRNA, ktery dokdze poskytnout dostatecné Siroky obraz o druhovém zastoupeni
mikroorganizmi ve FMV a na hledani optiméalniho denaturaniho gradientu, ktery zajisti

ptehlednou separaci vybranych fragmentt v gelu.

Byly testovany celkem tii dvojice primert pii riznych koncentra¢nich gradientech denatu-
racnich cinidel. Zvolené kombinace primeri, amplifikované useky a ptiblizné velikosti
téchto usekll jsou uvedeny v kapitole 6.4.4.2 a na obrazku 5. Nejprve byla zkousena rozli-
Sovaci schopnost fragmentu zahrnujictho variabilni oblasti V3 — V5, ktery se na Ustavu
inzenyrstvi ochrany zivotniho prostfedi bézn¢ vyuziva k stanoveni mikrobialni diverzity
vzorkti ze zivotniho prostfedi (voda, puda), ve spojitosti s denaturaénim gradientem

40 — 60 %, 30 — 60 %, 30 — 70 % a 20 — 80 %. Nicmén¢ s prihlédnutim ke skutecnosti,

" Velmi dobrou pomiickou pii odd&lovani skel od sebe je mald kovova 1Zicka, kterd se vsune mezi skla
a mechanizmem zvanym paka se nadzdvihne horni sklo.
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ze potraviny byvaji ¢asto mnohem slozitéj$i matrice, nez jakymi jsou pravé materialy
ze zivotniho prostfedi, bylo rozhodnuto o zaméfeni se pouze na oblasti V1 a V3, které
jiz v minulosti byly pouzity k popisu mikroflory FMV [54, 55, 108, 109]. Pro V1 region
byl pfitom zvolen gradient denatura¢nich ¢inidel 30 — 50 % podle Kesmen et al. [109],
V3 region byl otestovan pii gradientu 30 — 50 % a 15 — 55 %, ktery rovnéz pouzili Kesmen
et al. [109].

6.4.7 Re-amplifikace, purifikace, sekvenace DNA a identifikace mikroorganizmi

Vybrané bandy byly z gelu vyfiznuty skalpelem a pfeneseny do sterilnich 1,5 ml mikroz-
kumavek s200 pl sterilni vody pro PCR a sterilnimi sklenénymi kulickami (5 — 10 ks).
Obsah zkumavek byl na vortexu kratce promichan. Poté byly vzorky umistény do chlad-
nicky a udrzovany pii 4 °C do druhého dne pro umoznéni difize DNA z gelu do kapalné
faze. Jeden mikrolitr eluované DNA byl pouzit pro re-amplifikaci. Ta probihala v reak¢énim
objemu 20 pl (tab. 4) pfi souCasném pouziti primert z 2. amplifika¢niho kroku (kap.
6.4.4.2) ale bez GC-svorky. Usp&inost reamplifikace byla ovéfena elektroforeticky
podle metodiky popsané v kapitole 6.4.4.3.

PCR produkty byly purifikovany scilem odstranit primery, soli, volné nukleotidy
a termostabilni DNA polymeréazu, které by jinak mohly inhibovat nebo jinak naruSovat
sekvenaci. Purifikace byla provadéna s vyuzitim specialniho kitu (High Pure PCR Product
Purification Kit) podle nasledujiciho protokolu:

1. Byl pfipraven pracovni roztok promyvaciho pufru ptidanim 200 ml absolutniho
etanolu k Wash Buffer, ktery je soucasti kitu.

2. K15 ul PCR produktu po re-amplifikaci bylo ptidano 75 pl Binding Buffer. Obsah
kazdé PCR zkumavky byl dikladné promichan opakovanym nasdvanim roztoku
mikropipetou do Spicky.

3. Obsah kazdé PCR zkumavky byl pienesen do kolonky umisténé ve zkumavce
(Collection Tube). Vzorky byly centrifugovany pii laboratorni teploté¢ po dobu
30 — 60 s pti maximalni rychlosti.

4. Prefiltrovana kapalina byla vylita a do kolonky bylo pfidano 500 pl Wash Buffer
ptipraveného podle 1. bodu. Vzorky byly centrifugovany pii pokojové teploté

po dobu 1 minuty pfi maximalni rychlosti.
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5. Prefiltrovana kapalina byla vylita a do kolonky bylo ptfidano 200 pul Wash Buffer.
Vzorky byly opét centrifugovany pii pokojové teploté po dobu 1 minuty pii maxi-
malni rychlosti.

6. Piefiltrovana kapalina byla vylita. Vzorky byly jesté jednou centrifugovany za stej-
nych podminek pro dosazeni dokonalého odstranéni promyvaciho pufru.

7. Kolonka byla pfenesena do ¢isté 1,5ml mikrozkumavky a bylo do ni ptidano 30 ul
eluéniho pufru (Elution Buffer). Poté byly vzorky ponechany cca 15 minut v klidu.

8. Vzorky byly centrifugovéany pii pokojové teplot€¢ po dobu 1 minuty pii maximalni
rychlosti. Elu¢ni pufr zajistil vyplaveni purifikované DNA z membrany kolonky
do mikrozkumavky.

Koncentrace a Cistota purifikované DNA byla ovéfena spektrofotometricky podle metodi-

ky popsané v kapitole 6.4.3.

Precisténa DNA byla kratkodobé skladovana pfi teploté +4 °C. Pied odeslanim na sekve-
naci byla do 0,5ml sterilnich mikrozkumavek pro PCR pfipravena smés 8,75 ul roztoku

ptrecistené DNA a 1,25 pl forward primeru bez GC-svorky (P1 nebo 341F dle useku genu).

Sekvenace byla provedena spole¢nosti SEQme s.r.o. Zjisténé nukleotidové sekvence byly
porovnany se znamymi sekvencemi bakterii v databazi BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool). Tento program ve své databazi automaticky vyhledava k zadané hledané
sekvenci DNA nejvice podobné sekvence DNA konkrétnich bakterii a zaroven urci spoleh-

livost identifikace.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Mikrobiologicky rozbor fermentovaného masného vyrobku

Vyvoj mikroflory v pribéhu vyroby a skladovani FMV Paprikds vyrdbéného klasickou
a QDS technologii byl sledovan pomoci dvou metod. Vzorky salamii, kofeni a dila byly
nejprve podrobeny mikrobiologické analyze zaloZzené na kultivaci mikroorganizmii na ziv-
nych pudach. Zjisténa data poté byla vyhodnocena a graficky zpracovana v programu MS
Excel.

Primarnim zdrojem mikroorganizmt v masnych vyrobcich jsou vstupni suroviny a envi-
ronmentalni podminky vyroby [57, 59], coz také potvrzuje tabulka 9, ve které jsou uvede-
ny vysledky mikrobiologického rozboru dila pied zaockovanim startovaci kulturou. Znac-
na ¢ast této divoké mikroflory pritom pravdépodobné pochézi z koteni (tab. 10). Ostatné
to samé tvrdi i Krocko et al. [58]. Navic byla nalezena korelace mezi velikosti davky kote-

ni do dila o pocty mikroorganizmil v dile.

Tabulka 9: Mikroflora dila pro vyrobu FMV (log CFU/g + smérodatna odchylka)

dilo/vzorek CPM ml. koky laktobacily CNS Enterobact.
1/a 6,71 +0,37 7,15+0,04 4,10 + 0,07 4,85+ 0,06 5,43 +0,03
1/b 6,31 +0,01 6,48 = 0,00 4,06 + 0,06 4,73+ 0,04 4,58 + 0,08
2/a 6,48 + 0,01 7,65+0,10 5,50 + 0,04 6,22 + 0,02 6,08 £ 0,22
2/b 6,77 £ 0,04 6,73 +0,02 4,46 + 0,01 5,09 £ 0,01 5,26 + 0,39
a—1.8arze CPM — celkové pocty mikroorganizmi

b —2. Sarze CNS — koagulaza negativni stafylokoky

Tabulka 10: Mikroflora kofeni (log CFU/g + smérodatna odchylka)

vzorek davka CPM ml. koky laktobacily CNS Enterobact.
1 (K) standardni 5,11 5,67 X 4,96 3,30
2(Q) vyssi 5,43 5,57 X 4,96 2,44

CPM - celkové pocty mikroorganizmi
CNS - koagulaza negativni stafylokoky

X — netestovano

K — klasicka vyroba
Q — QDS vyroba

I kdyZ je tato prace zaméfena na masny vyrobek vyrabény s pouzitim startovaci kultury,
je nutno poznamenat, ze diky vysokym poctim divokych mléénych koki, laktobacil
a stafylokokil ve vychozich surovinach by bylo mozZné dilo pouzit rovnéz pro vyrobu spon-

tanné fermentovanych salami. Jedinym problémem by v tomto pfipadé¢ mohla byt vysoka

kontaminace dila enterobakteriemi. U salaml s pfidavkem startovaci kultury je vice



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 70

nez pravdépodobné, ze enterobakterie budou v prub&hu zrani redukovany pod detekovatel-
nou uroven (viz dale) diky vysoké aktivit¢ LAB a rychlému okyseleni prostiedi [58].
U spontanné kvasenych masnych vyrobkt vSak byva vyvoj laktobacila a tudiz i nepiizni-
pocatecni kontaminace dila enterobakteriemi v mnozstvi 2,38 log CFU/g (2 — 3X nizsi nez
u dila pro vyrobu Paprikase) mohli bychom ocekavat asi 10 Zivotaschopnych bunék
v 1 gramu vyrobku [58]. Tato skute¢nost by pak mohla znamenat riziko vyskytu salmonel
a poruSeni zdravotni nezavadnosti produktu. Pfitomnost salmonel vV masnych vyrobcich

uréenych ke spotiebé bez tepelné Gpravy je totiz nepiijatelna [111].

Zmény v celkovych poctech zivotaschopnych aerobnich mezofilnich mikroorganizmi
ve FMV v pribéhu zrani a skladovani jsou znazornény na grafech 1 a 2. Nebyly zazname-
nany vyznamnéjsi rozdily v poctech mikroorganizmt mezi jednotlivymi vrstvami salamu
Vv ty€ich ani mezi saldmy v ty¢ich a v platcich. U salamii vyrobenych klasickou technologii
klesaly CPM od 30. dne zrani. Tento trend platil pro tyce i platky. Celkové se pocet mikro-
organizmu snizil pfiblizné o dva fady. U salaml vyrobenych technologii QDS nedoslo

Vv pritbéhu vyroby ke snizeni CPM.
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Obrazek 10: Vyvoj CPM behem vyroby a skladovani produktu vyrobeného klasickou
technologii
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Obrazek 11: Vyvoj CPM behem vyroby a skladovani produktu vyrobeného QDS
technologii

Trend vyvoje laktobacilti, mléénych koku i CNS vice ¢i méné odpovidal vyvoji CPM.
Dominantni skupinou bakterii po celou dobu zréni a skladovani byly LAB v cele s mléc-
nymi koky. Tato skute¢nost Se vztahovala na ty¢ové salamy i platky bez ohledu na zpusob

vyroby a jenom upeviiuje tvrzeni prezentovana v teoretické ¢asti této prace (viz kap. 3).

U vzorki salami klasické vyroby byl patrny rozdil v poétech CFU sledovanych skupin
bakterii mezi jednotlivymi vrstvami ty¢i saldmi i mezi salamy v ty¢ich a platcich balenych
v modifikované atmosféte. Tyto rozdily se vSak vytvarely az v pribéhu skladovani mas-

nych vyrobku, nikoli béhem fermentace a suseni (viz graf 3 —5).
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Obrdzek 12: Vyvoj mlécnych kokit béhem vyroby a skladovaini produktu vyrobeného
klasickou technologit
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Pocty mlé¢nych koki se az do konce suSeni salamii vyrobenych klasickou technologii dr-
zely beze zmén na trovni 8 — 9 log CFU/g. V pribéhu skladovani pak tyto pocéty poklesly.
Nejvyssi pokles CFU mlécnych kokt probéhnul v okrajové vrstvé salamt, a to o 2,5 fadu.
o0 1,2 fadu ve srovnani s poéty bakterii na zadatku zrani. Zivotaschopnost mléénych koki

byla na konci skladovéani nejvyssi v balenych platkovanych saldmech.

Mnozstvi zivotaschopnych laktobacili se na zacatku zrani i na konci suseni pohybovalo
na hodnotach 7,8 — 8,5 log CFU/g, coz je jen o néco méné nez ve slovenském tepelné neo-
pracovaném masném vyrobku vyrobeném s pouzitim startovaci kultury (S. xylosus, P. pen-
tosaceus, Lb. plantarum) a piiblizné stejné jako v salamu Sucuk obsahujiciho kulturu
Lb. plantarum a S. xylosus ziskanou z ptirozené fermentované¢ho Sucuku [58, 112]. Mnoz-
stvi laktobacilil bylo v salamech Paprikas po tfech dnech zrani vyssi, ptipadné na stejné
82]. Béehem skladovani pocty laktobacilii v salamech klesaly az na koneénych
3,6 log CFU/g v okrajové vrstvé a 4,9 log CFU/g v jadie. V platkovanych salamech si za-

chovalo svou Zivotaschopnost piiblizné 6,3 CFU/g.
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Obrazek 13: Vyvoj laktobacilit béhem vyroby a skladovani produktu vyrobeného
klasickou technologii

Snizovani Zivotaschopnosti laktobacilli v masnych vyrobcich obsahujicich startovaci kultu-
ru v prubéhu skladovani zaznamenali také Krocko et al. [S8] a Kamenik et al. [113].
Nicmén¢ pokles CFU nebyl v téchto dvou piipadech tak markantni jako u salamt Paprikas
studovanych v této praci. U prvni citované studie je vSak nutno zohlednit krat$i dobu skla-

dovani (15 dnti). Na druhou stranu v italskych FMV vyrobenych s pouzitim startovaci kul-
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turu i bez ni k zddnému snizovani po¢tu CFU laktobacili v pribéhu zrani (63 dnil) nedoslo
[59].

Vyvoj CNS v klasicky vyrobenych salamech je zndzornén na grafu 5. U salama v tyCich
Klesly v prabéhu skladovani pocty stafylokoku z pocatecnich 4,8 — 5,0 log CFU/g
na 3,2 log CFU/g v okrajové vrstvé a na 3,6 — 3,8 log CFU/g v jadie a mezivrstvé. Nejnizsi
pokles byl opét zaznamenan u platkt, a to z 5 log CFU/g na 4,4 log CFU/g béhem posled-

nich 14 dnu skladovani.
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Obrazek 14: Vyvoj CNS béhem vyroby a skladovani produktu vyrobeného klasickou
technologii

Pocty stafylokoki v Paprikasi byly v pribéhu fermentace a suseni o 1 — 3 log CFU/g nizsi
nez v italskych primyslové vyrobenych FMV, které byly pfedmétem zkoumani dvou
na sobé¢ zcela nezavislych studii. Nicméné 1 u téchto vyrobkll byl na konci zrani pozorovan
mirny pokles poctu Zivotaschopnych CNS [59, 114]. U pfirozené kvasenych masnych vy-
robkti mize byt situace jina. V tradiénim feckém fermentovaném salamu klesaly pocty

stafylokokii uz od 1., respektive 4. dne zrani v zavislosti na ptivodu vyrobkt [68].

Pokles Zivotaschopnosti mléénych kokt, laktobacilii i CNS pozorovany u salami z klasic-
ké vyroby je béZnou reakci mikroorganizml na nepfiznivé Zivotni podminky, které¢ byly
zpusobeny ptredevSim vyCerpanim Zivin, nahromadénim metaboliti a samoziejmé také
poklesem pH, vodni aktivity a naristem koncentrace soli béhem fermentacni a susici faze
[115].

Pocty CFU mléénych kokt, laktobacili a CNS v ty¢ich pro QDS vyrobu byly na stejnych

urovnich jako u klasické vyroby. Grafické znazornéni jejich vyvoje béhem vyroby a skla-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 74

dovani FMV je k vidéni v pfiloze |. Mlécné koky si udrzovaly svou Zivotaschopnost
na hodnotach 8 — 9 CFU/g i po naplatkovani a béhem skladovani. U laktobacilt byl za-
znamenan v 1. tydnu po naplatkovani mirny pokles z 8 CFU/g na 7,1 CFU/g. K dalSimu
poklesu této hodnoty vsak jiz nedoslo. Vyvoj CNS byl charakteristicky mirnym nartistem
poctu zivotaschopnych jedinci z5 CFU/g na 55 CFU/g v prvnich 23 dnech vyroby.
V priubéhu dalsiho dozravani a skladovani vSak tato hodnota klesla zpét pod hranici

5 log CFU/g. Je vSak nutno dodat, ze tyto zmény nebyly ptili§ vyznamné.

Z mikrobiologické analyzy PaprikaSe vyplyva, ze oSetfeni salami v ramci QDS procesu
prodluzuje zivotaschopnost LAB a CNS. Otazkou vsak zlstava, zdali tato skute¢nost neni
déana niz$i aktivitou bakterii a tudiz pomalejSim vycerpanim zivin a hromadénim metaboli-
th. V takovém piipad¢ by se dalo spekulovat nad horsi senzorickou charakteristikou vy-
robku, protoze, jak jiz bylo pfedesilano v kapitole 3.3, pravé s aktivitou mikroorganizmii

souvisi fada vlastnosti FMV.

Po celou dobu zrani a skladovani nebyla zjisténa v zadném z testovanych vzorkt salami
pfitomnost S. aureus. Také enterobakterie nebyly detekovany v Zddném vyrobku na konci
skladovani. U salamt vyrobenych klasickou technologii byly enterobakterie zcela usmrce-
ny do 23. dne zrani. Rovnéz platkované vyrobky byly bez nalezu. V ty¢ich pro QDS vyro-
bu byly enterobakterie zaznamenany ve druhém dnu fermentace, ale ne po 14 dnech ucho-
vavani pti -8 °C. Platky ziskané z téchto polotovarti vSak vykazovaly pfitomnost zastupci
¢eledi Enterobacteriaceae, a sice v mnozstvi niz§im nez 3 log CFU/g. S vysokou pravdé-
podobnosti doSlo béhem procesu platkovani k sekundarni kontaminaci salamil
at’ uz ze vzduchu nebo z vlastniho platkovaciho zatizeni. Nicméné béhem nasledného do-

zravani v obalu byly i tyto bakterie usmrceny.
7.2 Identifikace mikroorganizmii metodou PCR-DGGE

7.2.1 Optimalizace izolace DNA

Na reprezentativnich vzorcich saldmu byly otestovany tii metody izolace DNA. Prvni me-
toda zahrnovala pouze rozmélnéni materidlu a prefiltrovani vniklé smési pies gazu s na-
slednou izolaci DNA pomoci komeréniho kitu. Ve druhé metodé byl k filtratu navic pfidan
chloroform. Tato latka dokaze efektivné denaturovat proteiny, zabranuje zadrzovani vody
v organické fazi a zlepSuje fazovou separaci zvySenim hustoty organické faze [116]. Sou-

casti tieti metody izolace DNA bylo vystaveni filtratu G¢inkim SDS (dodecylsulfat sodny),
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ktery rozpousti bunééné membrany a rovnéz denaturuje proteiny. S t€émito rozvolnénymi
molekulami poté reaguje prostfednictvim hydrofobnich interakci za vzniku srazeniny, ktera

je snadno oddélena od roztoku nukleovych kyselin centrifugaci [117].

Z téchto tii postupt izolace DNA byla pro dalsi aplikace vybrana metoda poskytujici nej-
vyssi vytézky vysoce Cisté DNA. Z naméfenych hodnot koncentrace a Cistoty DNA ziska-
né jednotlivymi metodami vyplynulo, Ze pouziti chloroformu ¢i SDS neni pro zvolenou
techniku izolace DNA pomoci kitu pfili§ vyhovujici. Vytéznost byla v obou piipadech niz-
ka a rovnéz Cistota se pii nékterych méfenich pohybovala pod nebo nad hranici piijatelnos-
ti (optimum 1,8 — 2,0). Naopak metoda popisovana jako prvni v predeslém odstavci vyka-
zovala velmi uspokojivé hodnoty obou sledovanych parametri. Ostatné vSe je shrnuto

v nésledujici tabulce.

Tabulka 11: Vysledky optimalizace izolace DNA

vzorek QDS vyroba, 2. den klasicka vyroba, 42. den
metoda koncentrace [ng/pl] Cistota [-] koncentrace [ng/ul] istota [-]

1 52,7 1,89 16,3 1,87

1 40,9 1,88 14,7 1,81

2 5,1 1,89 15,6 1,93

2 5,1 1,55 13,5 1,78

3 14,2 1,67 6,6 1,83

3 9,0 1,61 12,6 2,25

Na zakladé téchto vysledkt byla pravé prvni metoda oznacena jako optimalni pro izolaci
DNA ze vzorkl salamt a stejné tak i z kofeni a dila. Hodnoty koncentrace a istoty DNA

vyizolované z téchto vzorkl jsou uvedeny v ptiloze II.

7.2.2 Uspé&nost a kvalita amplifikace genu

Amplifikace DNA kazdého vzorku probihala vzdy ve dvou krocich (viz kap. 6.4.4.1
a 6.4.4.2) PCR produkty byly po kazdém kroku nanaSeny na agarézovy gel a elektrofore-
ticky separovany podle metodiky popsané v kapitole 6.4.4.3. Pozorovanim gelu pod UV
svétlem bylo mozné odhadnout usp&snost a kvalitu amplifikace. Usp&snosti se v tomto
ptipadé mysli koncentrace amplifikované DNA, o které vypovidala intenzita bandd. Kvali-
ta reakce byla posuzovana podle pfitomnosti ¢i nepfitomnosti kontaminace v negativni

kontrole.
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Z divodi uniformity vysledka elektroforetické detekce fragmentd DNA budou dale popi-

sovany pouze reprezentativni ptipady.

V prvnim kroku PCR byly pouzity primery FD1 a RD1, které by mély byt schopny zajistit
amplifikaci Gseku genu pro 16S rRNA o velikosti pfiblizné 1 500 bp. Na obrazku 10
je mozné vidét, ze amplifikované useky tomuto predpokladu zcela odpovidaly. Na tomto
obrazku je krom¢ sekvence zajmu viditelny také slaby prouzek o velikosti mensi
nez 100 bp. Zvlasté dobie je vidét v pozici vzorku cCislo 12, kterym je negativni kontrola.
Tyto signaly obvykle vytvaii nespotiebované primery, respektive jejich dimery. JelikoZ
v negativnim vzorku neni pfitomen substrat (DNA), na ktery by se primery navazaly,

jsou tyto signaly nejcastéji pozorovatelné pravé v kontrolnim vzorku [118].

10 11 12

1 500 m—

1000 == '1
-

Obrazek 15: PCR s primery FD1 a RD1 pro amplifikaci genu pro 16S rRNA, 1 500 bp
1 —marker; 2—3. den, I. vrstva; 3 — 3. den, Ill. vrstva; 4 — 23. den, I. vrstva; 5 — 23. den, IlI. vrst-
va; 6 — 30. den, I. vrstva; 7 — 30. den, I1l. vrstva; 8 — 42. den, I. vrstva; 9 — 42. den, Ill. vrstva; 10 —
49. den, I. vrstva; 11 — 49. den, Ill. vrstva; 12 — negativni kontrola

Druhy krok PCR zahrnoval amplifikaci t¥i vybranych usekii genu pro 16S rRNA. Usek
zahrnujici variabilni oblasti V3 — V5 byl ohrani¢en primery 341f(GC) a 907r. Pfedpokla-
dana délka tohoto useku byla 560 bp, pti zapocitani velikosti primert 635 bp. Elektrofore-
ticka detekce fragmentu prokézala shodu s timto predpokladem. Na obrazku 11 je k vidéni
jesté jeden amplifika¢ni produkt o velikosti pfiblizné 1 200 bp. Muze se jednat o vedlejsi
produkt reakce zplsobeny pfitomnosti vicero mist pro nasedani primerti v cilové molekule
DNA [118]. Slo by také spekulovat nad poziistatkem z piedeslé reakce. Nicméné produkt
je ve vzorku pfitomen v nizké koncentraci oproti sekvenci z4jmu a neptedpoklada se jeho

vliv na dalsi analyzy.
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Obrazek 16: Amplifikace useku V3 — V5 genu pro 16S rRNA, 560 bp
1 —marker; 2 —QDS, 2. den, I. vrstva, 4x fedené; 3 — QDS, 2. den, Il1. vrstva, 4x Fedené; 4 — Kla-
sickd, 42. den, I. vrstva, 4x Fedéné; 5 — klasicka, 42. den, 111. vrstva, 4x redené; 6 — QDS, 2. den, 1.
vrstva; 7 — QDS, 2. den, lll. vrstva; 8 — klasickd, 42. den, I. vrstva; 9 — klasicka, 42. den, III. vrst-
va; 10 — negativni kontrola

Variabilni oblast V1 byla zahrnuta do useku o odhadované velikosti kolem 70 bp bez pri-
meru. Tento usek byl zmnozen za pomoci primerd P1(GC) a P2. Ovéieni amplifikace
v agar6zovém gelu predpoklady ohledné velikosti fragmentu potvrdilo (obr. 12). Také
VvV tomto pfipad€é byl pozorovan signal Vv negativni kontrole. Podle polohy bandu je vSak
ziejmé, ze produkt byl velmi maly, mensi nez amplifikovany usek genu. Lze tedy s jistotou

fict, ze se opét jednalo 0 nevyuzité primery.

Obrazek 17: Amplifikace useku V1 genu pro 16S rRNA, 70 bp, klasickad vyroba, tyce
1 —marker; 2 — 3. den, I. vrstva; 3 — 3. den, Ill. vrstva; 4 — 23. den, I. vrstva; 5 — 23. den, IlI. vrst-
va; 6 —30. den, I. vrstva; 7 — 30. den, I1l. vrstva; 8 —42. den, I. vrstva; 9 —42. den, I1l. vrstva; 10 —
49, den, I. vrstva; 11 — 49. den, Ill. vrstva; 12 — 63. den, I. vrstva; 13 — 63. den, Ill. vrstva; 14 —
negativni kontrola

Usek genu pro 16S rRNA, ktery obsahuje variabilni oblast V3 a jehoz amplifikace byla
zprostiedkovdna primery 341f(GC) a 518r mé teoretickou velikost ptiblizn€¢ 170 bp.
Do této hodnoty nejsou zahrnuty primery. Z obrazku 13 je patrné, ze velikost vysledného

PCR produktu odpovidala teoretickym piedpokladim.
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Obrazek 18: Amplifikace useku V3 genu pro 16S rRNA, 170 bp, klasicka vyroba, tyce
1 —marker; 2 - 3. den, I. vrstva; 3 — 3. den, Ill. vrstva; 4 — 23. den, I. vrstva; 5 — 23. den, IlI. vrst-
va; 6 — 30. den, I. vrstva; 7 — 30. den, I1l. vrstva; 8 — 42. den, I. vrstva; 9 — 42. den, Ill. vrstva; 10 —
49, den, I. vrstva; 11 — 49. den, Ill. vrstva; 12 — 63. den, I. vrstva; 13 — 63. den, Ill. vrstva; 14 —
negativni kontrola

Prace s DNA vyzaduje pfijeti fady preventivnich opatieni zajistujicich presné a spolehlivé
vysledky a vylucujicich neocekavané pasy, které mohou zpochybnovat data. Pritomnost
téchto past muze byt disledkem kontaminace jedné ¢i vicero komponent reakéni smési
pro PCR cizorodou DNA. Nejcast¢jSimi zdroji téchto nezddoucich nukleovych kyselin jsou
jiné vzorky v laboratofi nebo samotni pracovnici manipulujici se vzorky DNA [119].
Na obrazku 14 lze vidét, jak se takova kontaminace projevi pfi elektroforéze. V 11. jamce
obsahujici kontrolni vzorek je jasné viditelny prouZek o velikosti mezi 100 a 200 bp.

V tomto piipad¢ uz nelze signal povazovat za zbytkové primery.

v‘p‘“.-dba‘l

— G G Gy GO G GO GD e

Obrazek 19: Amplifikace useku V3 genu pro 16S rRNA, 170 bp, QDS vyroba -
kontaminace
1 —marker; 2 —2. den, I. vrstva; 3 —2. den, Ill. vrstva; 4 — 16. den, I. vrstva; 5 — 16. den, Ill. vrst-
va; 6 — 16. den, platky, 7 — 23. den, platky, 8 — 37. den, pldtky,; 9 — 44. den, platky,; 10— 58. den,
platky; 11 — negativni kontrola, kontaminace

Jednim z nejucinnéjSich ochrannych opatieni pred kontaminaci vzorki je prostorové oddé-
leni ptfedamplifikacnich kroki (izolace DNA a pfiprava reakéni smési) od krokd postam-
plifika¢nich (gelova elektroforéza a dokumentace) [119]. Z divodt prostorového feSeni
a pracovniho vytizeni laboratore vsak nebylo mozné tyto pozadavky vzdy dodrzet, a proto
alespont pfiprava reakéni smési i jednotlivych komponent probihala v ochranném boxu,

ktery byl dekontaminovan UV zéafenim.
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Vsechny amplifika¢ni reakce poskytly PCR produkty o velmi uspokojivé koncentraci.
Uspé&snost PCR byla tedy 100%. PCR produkty z 2. amplifikaéniho kroku vykazujici dob-
rou kvalitu byly pouzity k optimalizaci DGGE a nasledné také k vlastnimu stanoveni mi-

krobidlni diverzity FMV.

7.2.3 Optimalizace techniky PCR-DGGE

Optimalizace podminek DGGE byla zpoc¢atku zaméfena pouze na hledani nejvyhodnéjsiho
gradientu denaturacnich Cinidel pro usek DNA, ktery zahrnoval variabilni oblasti V3 — V5
genu pro 16 S rRNA. Jak jiz bylo avizovano v kapitole 6.4.6, tento tUsek je v soucasnosti
vyuzivan na Ustavu inZenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi ke sledovani mikrobialni po-
pulace ve vzorcich z zivotniho prostfedi. Pii téchto aplikacich se osvéd¢ila kombinace
zminovaného useku s denatura¢nim gradientem 40/60 % a proto byly pravé tyto podminky
zvoleny jako vychozi pro studium mikroflory salamu Paprikas. Na tomto misté je vhodné
zduraznit, zZe tato prace je vubec prvni praci provadénou na pide Univerzity Tomase Bati

ve Zling, ktera se zabyva studiem mikroflory potravin metodou DGGE.

Otestovani koncentra¢niho gradientu denaturacnich cinidel 40/60 % pro tsek V3 — V5
ze vzorkl salamt ukézalo, Ze tyto podminky DGGE nebudou pro analyzu mikroflory
tak sloZité matrice, jakou jsou pravé vzorky potravin, uplné idealni. Uinnost separace
znazornuje obrazek 15, na kterém je fotografie obarveného a prosviceného gelu. Na foto-
grafii 1ze vidét nékolik prouzki, které reprezentuji ur€ité mikroorganizmy. Celkové vSak
byly bandy neostré, a to i kdyz byly pouzity primery s GC svorkou, Cerstvé pripravené
denaturacni roztoky i 10% roztok APS a reakce probihala v Cerstvé piipraveném pufru.
Navic je vysoce pravdépodobné, Ze neostry signal znemoznoval vizualizaci dalSich poten-
cidln¢ pritomnych bandi. Pro ovéteni byla tato zkouska provedena jesté jednou, avSak bez

znamek jakéhokoli zlepSeni.
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Obrdazek 20: DGGE — usek V3 — V5 genu pro 16S rRNA, gradient 40/60 %
1 —marker; 2 - QDS, 2. den, |. vrstva, 4x Fedéné; 3 — QDS, 2. den, Il1. vrstva, 4x Fedéné; 4 — kla-
sickd, 42. den, I. vrstva, 4x Fedéné; 5 — klasicka, 42. den, 111. vrstva, 4x redené; 6 — QDS, 2. den, .
vrstva; 7 — QDS, 2. den, Ill. vrstva; 8 — klasickd, 42. den, I. vrstva; 9 — klasicka, 42. den, III. vrstva

S vidinou ptiznivéjsiho vysledku byl tsek V3 — V5 separovan na gelu s denaturacnim gra-
dientem nejprve 30/70 % a nasledné 20/80 %. Vysledky z obou stanoveni si byly velmi
podobné, a proto je na nésledujicim obrazku znazornéna fotografie pouze gelu s denatu-
racnim gradientem 30/70 %. Na této fotografii jsou dobie vidét dva silné signaly ve spodni
¢asti gelu. V horni ¢asti gelu se v misté Sipek jesté rysuji tfi velmi slabé prouzky. Ve vy-

sledku by to znamenalo, Ze se v masném vyrobku vyskytovalo pouze pét mikroorganizmd.
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Obrazek 21: DGGE — usek V3 — V5 genu pro 16S rRNA, gradient 30/70%
1 —marker; 2 —QDS, 2. den, I. vrstva, 4x Fedené; 3 — QDS, 2. den, Il1. vrstva, 4x Fedené; 4 — Kla-
sicka, 42. den, |. vrstva, 4x redéné; 5 — klasicka, 42. den, I11. vrstva, 4x rFedéné; 6 — QDS, 2. den, I.
vrstva; 7 — QDS, 2. den, lll. vrstva; 8 — Klasickd, 42. den, I. vrstva; 9 — klasicka, 42. den, III. vrstva

Gradient 20/80 % vykazoval zatim nejhorsi separaci fragmenti DNA ze vSech provede-
nych méteni. Na gelu byl pozorovan jeden intenzivni prouzek v nejspodnéjsi €asti gelu,
ve stejné poloze v jaké je posledni prouzek na obrazku 16. Déle na tomto gelu byl vidén
nepatrny naznak dalSiho bandu, a sice v poloze pfedposledniho prouzku na gelu s gradien-

tem 30/70 %. Dohromady tedy pouze dva signaly.

Testovani dal$iho gradientu denatura¢nich ¢inidel (30/60 %) probihalo v dobé, kdy se uva-
Zovalo nad zaméfenim se na jiné useky genu pro 16S rRNA. I kdyz byla separace Gseku
timalizaci DGGE vybrany dva zcela nové useky genu. Prvni tsek zahrnoval V1 variabilni
oblast genu, druhy usek V3 oblast. Volba téchto tsekll vychazela ze studie od Kesmena
et al. [109], kteti pomoci nich dokazali identifikovat na 13 druhd mikroorganizmt
v salamech Sucuk. RovnéZz hodnoty koncentra¢niho gradientu denaturacnich €inidel byly

pfevzaty z této studie.
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Obrazek 22: DGGE — usek V3 — V5 genu pro 16S rRNA, gradient 30/60%

1 —marker; 2 — klasicka, 23. den, platky; 3 — Klasicka, 30. den, platky, 4 — klasicka, 42.
den, platky, 5 — klasickd, 49. den, platky; 6 — klasicka, 63. den, pldatky; 7 — QDS, 2. den, 1.
vrstva; 8 — QDS, 2. den, lll. vrstva; 9 — klasickd, 42. den, I. vrstva; 10 — klasicka, 42. den,

111, vrstva

Zkusebni stanoveni s isekem V1 pii denaturaénim gradientu 30/50 % prokazalo vhodnost
téchto podminek pro dal$i analyzu. Rozdéleni useku V3 bylo nejprve testovano pti gradi-
entu 15/55%, ktery pouzili Kesmen et al. [109]. Vysledek vSak nebyl uspokojivy. Jednotli-
vé signdly vzajemné splyvaly a nebylo mozné ur€it pfesnou polohu bandl. Stanoveni tedy
bylo provedeno opakované, a sice sgradientem 30/50 %. Tato cesta

se vSak ukdzala jako nespravnd, coz dokazuje obrazek 18.
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Obrdzek 23: DGGE — uisek V3 genu pro 16S rRNA, gradient 30/50%
1 —marker; 2 — 13 — klasicka vyroba, tyce, v chronologickém poradi od 3. do 63. dne, I. a Ill. vrst-
va

Nové stanoveni s tsekem V3 pfi denaturacnim gradientu 15/55 % poskytlo dobry vysledek
a na zakladé toho byla optimalizace podminek DGGE ukon&ena. Uginnost vybranych
podminek pfi separaci fragmenti DNA je mozZno vidét na obrazcich v nasledujici kapitole.
Nejcastéjsim problémem, ktery doprovazel vétSinu stanoveni, byla nizké svételna intenzita
bandil na gelu. V né&kterych ptipadech musely byt prouzky na fotografiich dodate¢né vy-
znaCeny. Objem davkovaného vzorku byl vSak podle Summera et al. [120] spiSe nadstan-
dardni. Podle nich je optimélni objem vzorku, ktery zajisti ostrost prouzkli na gelu,
1 — 5 ul. To by ale v nasem piipadé mohlo znamenat jesté horsi viditelnost bandu. Za vy-
zkouseni by také rozhodné stalo pouziti jiné techniky barveni gelu. Kromé barviva GelRed
Nucleic Acid Gel Stain Ize k barveni gelu pouzit také EtBr. Green [121] vsak toto barvivo
nedoporucuje nejen z divodu jeho vysoké toxicity, ale také pro jeho nizsi citlivost. Naopak
velmi kvalitnich vysledki bylo dosaZzeno pfi barveni gelu stiibrem [122]. Jednou z vyhod
tohoto zplsobu barveni je také vyssi odolnost signald vici degradaci ti¢inkem UV zéfeni.
Na druhou stranu, ani barveni stiibrem neni upIn¢ bezproblémové. Existuji jistda omezeni

tykajici se extrakce DNA z gelu a jeji re-amplifikace [121].

Vysoce pravdépodobnou pfi¢inou problémt s intenzitou signdlu mohla byt také retence

DNA v jamkach gelu. Tento jev lze vidét napiiklad na obrézcich 15 a 17. Odbornici
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Vv téchto ptipadech radi snizit koncentraci polyakrylamidového gelu. Amplikony mohou
dem zadrzovani DNA v jamkach muze byt také nedokonalé vycisténi jamek od nezpoly-
merizovaného roztoku [123]. Tento faktor lze vSak v naSem piipad¢ zavrhnout, protoze
promyvani jamek byla vénovana mimotadna péce. Zamyslet by se také dalo nad velikosti
elektrického napéti a dobé prubéhu elektroforézy. Obecné plati, ze delsi doba prubéhu
DGGE pfi soucasném nizkém napéti poskytuje kvalitnéjsi gely. Pii volbé spravného napéti
je v8ak nutné zohlednit i fadu dalSich kritérii, jako je velikost PCR produktu, koncentrace
a teplota pufru a koncentrace polyakrylamidového gelu [121]. Kazdopadn¢ faktort ovliv-

nujicich prabéh DGGE je celé fada a zcela ptesahuji rozsah této prace.

7.2.4 Stanoveni mikroflory fermentovaného masného vyrobku metodou DGGE

Ke zhodnoceni mikrobialni diverzity salamti Paprika§ metodou DGGE byly na zakladé
vysledkt optimalizace vybrany dva tseky genu pro 16S rRNA, a sice usek zahrnujici vari-
abilni oblast V1 v kombinaci s gradientem denaturacnich ¢inidel 30/50 % a tisek zahrnujici

oblast V3 spolu s denaturaénim gradientem 15/55%.

Mikrobialni diverzitu salamt znazoriuji obrazky 19 az 22. Na téchto obrazcich jsou vzdy
oznaceny bandy, které byly z gelu vyfiznuty a dale upravovany pro potieby sekvenace.
Pro snazsi identifikaci vysledkid byly jednotlivé gely oznafeny velkymi pismeny

v abecednim potadi.

Gel A na obrazku 19 ptfedstavuje rozdéleni V1 regionu genu pro 16S rRNA ze vzorki sa-
lam® vyrobenych klasickou technologii. Na gelu byly soufasné analyzovéany salamy v ty-
¢ich (jamka 2 — 12) i v platcich (jamka 13 — 17). U kazdého vzorku bylo zaznamenano

deset signalti. Poloha téchto signalti se u vSech vzorkt shodovala.
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Obrazek 24: Gel A —usek V1 genu pro 16S rRNA, gradient 30/50 %, klasickd vyroba
1 —marker; 2 — 3. den, I. vrstva; 3 — 3. den, Ill. vrstva; 4 — 23. den, I. vrstva; 5 — 23. den, IlI. vrst-
va; 6 —30. den, I. vrstva; 7 — 30. den, Ill. vrstva; 8 —42. den, I. vrstva; 9 — 42. den, Ill. vrstva; 10 —
49. den, 1. vrstva; 11 — 49. den, I1l. vrstva; 12 — 63. den, I. vrstva; 13 —23. den, platky; 14 — 30.
den, platky; 15 —42. den, platky, 16 —49. den, platky; 17 — 63. den, platky

Sekvenaci zjisténa potradi bazi byla v databazi BLAST pfitazena k Lb. fuchuensis (A6),
Lb. sakei subsp. sakei (A7) a Lb. sakei (A8). Sekvence DNA izolované z bandi A2, A4
a A5 vykazovaly stejnou shodu s DNA dvou uzce piibuznych bakterii — Lb. curvatus
a Lb. sakei. Také Lb. fuchuensis je fylogeneticky velice blizky Lb. curvatus a Lb. sakei.
Tato bakterie byla popséana teprve v roce 2002, poté co byla izolovana z vakuové baleného
hovéziho masa [125]. Vzorky Al, A3 a A9 se nepodafilo ptifadit k zadnym znamym bak-

terialnim druhtm.

Rozdélenim useku V3 sledovaného genu na polyakrylamidovém gelu byly v salamech vy-
robenych klasickou technologii vizualizovany vzdy tii prouzky u kazdého vzorku. Poloha
dvou signali byla u salamu v ty¢ich i platcich shodna. Konkrétné se jednalo o bandy Bl
a B2. Vzorek B2 byl identifikovan jako Lb. sanfranciscensis. U vzorku B1 nebylo mozné
jednoznacné urcit, zda se jedna o Lb. curvatus nebo Lb. sakei. Lokalizace zbyvajicich sig-
nald poukédzala na drobné rozdily v mikroflofe saldmii v tyCich a v platcich balenych

v modifikované atmosféte. V tyCovych salamech byl detekovan Lb. delbrueckii (B3).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 86

V platcich se vsak jeho pfitomnost nepodatila prokazat. Zde byl naopak nalezen dalsi za-

stupce Lb. sakei nebo Lb. curvatus (B4).

B3 B4
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Obrazek 25: Gel B — usek V3 genu pro 16S rRNA, gradient 15/55 %, kilasicka vyroba
1 —marker; 2 - 3. den, I. vrstva; 3 — 3. den, Ill. vrstva; 4 — 23. den, I. vrstva; 5 — 23. den, IlI. vrst-
va; 6 — 30. den, I. vrstva; 7 — 30. den, I1l. vrstva; 8 — 42. den, I. vrstva; 9 — 42. den, Ill. vrstva; 10 —
49. den, I. vrstva; 11 — 49. den, Ill. vrstva; 12 — 63. den, I. vrstva; 13 — 63. den, Ill. vrstva; 14 —23.
den, platky; 15 — 30. den, platky; 16 — 42. den, platky; 17— 49. den, platky, 18 — 63. den, platky

Mikrobialni diverzitu salamti podrobenych QDS procesu znazornuji fotografie geli C a D.
Usek V1 byl pomoci DGGE rozdélen na 11 samostatnych prouzki. Devét z nich se svou

polohou shodovalo se signaly zjisténymi u salamt vyrobenych klasickou technologii,

a proto byly na obrazku 21 oznaceny hvézdickou (*).
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Obrazek 26: Gel C - usek VI genu pro 16S rRNA, gradient 30/50 %, QDS vyroba
1 —marker; 2 — 2. den, I. vrstva; 3 — 2. den, Ill. vrstva; 4 — 16. den, I. vrstva; 5 — 16. den, Ill. vrst-
va; 6 — 16. den, platky, 7 — 23. den, platky, 8 — 37. den, platky,; 9 — 44. den, platky,; 10 —58. den,
platky
Sekvenace DNA ziskané z gelu C prokazala ptfitomnost Lb. fuchuensis (C7*), Lb. sakeli
subsp. sakei (C8*) a Lb. sakei (C9*) ve vyrobcich zpracovanych QDS technologii stejné
jako v salamech klasické vyroby. Vzorky C2*, C4* a C6* opét vykazovaly shodu
s Lb. curvatus i Lb. sakei. Proces QDS navic umoznil pfeziti dalsiho kmene Lb. sakei
subsp. sakei (C10). Prouzek oznaceny jako C5 rovnéz patiil nékterému zastupci rodu
Lactobacillus. Zbyvajici tii signaly (C1*, C3* a C11*) se nepodafilo ptifadit k zadnym

znadmym mikroorganizmiim.

Na gelu D, ktery ptedstavuje rozdéleni useku V3 pro salamy QDS vyroby, byly nalezeny
tii prouzKy v kazdé jamce. Signal D1 byl ve stejné poloze jako prouzek B1 na gelu B. Pod-
le vysledkl sekvenace by se v obou piipadech mohlo jednat o tutéz bakterii, a to 0 Lb. sa-
kei nebo Lb curvatus. Také prouzek D2 byl ve stejné poloze jako prouzek B2. | v tomto
ptipad¢é byla zjisténa shoda s Lb. sanfranciscensis. V salamech QDS vyroby byla pomoci

useku V3 zaznamenana také piitomnost Lb. sakei subsp. sakei (D3).
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Obrdzek 27: Gel D - usek V3 genu pro 16S rRNA, gradient 15/55 %, QDS vyroba
1 —marker; 2— 2. den, I. vrstva; 3 — 2. den, Ill. vrstva; 4 — 16. den, I. vrstva; 5 — 16. den, IlI. vrst-
va; 6 — 16. den, platky; 7 —23. den, platky; 8 — 37. den, platky,; 9 — 44. den, platky; 10 —58. den,
platky

Z vysledkl sekvenace je ziejme, Ze mikroflora fermentovanych salami Paprikas je tvofena
piedevsim zastupci rodu Lactobacillus, pficemz nejcastéji identifikovanymi druhy byly
Lb. sakei a Lb. curvatus stejné jako tomu bylo u FMV v fad¢ ptedchozich studii [60, 81,
82, 108, 109]. Zajimavé je, Ze nebyli nalezeni zadni zastupci mléénych kokd, a to i kdyz
byly podle kultiva¢niho stanoveni v pocetni ptevaze. Ke stejnému vysledku vSak dospéli
také Kesmen et al. [109], ktefi pracovali se stejnymi useky genu. To Vv jinych FMV vyro-
benych ve Spanélsku se podatilo identifikovat hned nékolik druhti z této skupiny bakterii,
a sice Enterococcus faecium, Lactococcus lactis a Pediococcus acidilactici. Detekce téchto
bakterii byla totiz zaloZena na pouziti jinych dvojic primerti, nez jaké byly pouzity v této
praci [126]. Velmi piekvapujici je skutecnost, Ze se nepodafilo identifikovat zadné CNS
v salamech Paprikas. K prokazani jejich ptfitomnosti mél poslouzit pfedevSim V3 region
[109].

Popis mikroflory FMV nemiiZe byt Gplny bez znalosti pivodu mikroorganizmi v nich pfi-
tomnych. Z tohoto diivodu bylo sledovano druhové zastoupeni mikroorganizmua také

v koteni, dile a kultufe. | v tomto ptipad¢ byly piipraveny PCR produkty obsahujici V1
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a V3 variabilni oblasti genu pro 16S rRNA, které byly podrobeny DGGE za stejnych pod-

minek jako tomu bylo u vzorkl salami. Vyfocené gely byly oznaceny pismeny E a F.

Na gelu E (obrazek 23) ptedstavujicim rozdé€leni useku V1 pro vzorky koieni, dila a kultu-
ry je znazornéno celkem 11 rtiznych signala, které¢ byly z gelu vyfiznuty a sekvenovany.
Identifikovat se vSak podatilo pouze dva z nich. Prouzek E6 byl jedinym signalem v jamce
s kulturou (jamka 8). Na zaklad¢ sekvenace byl tento signal pfifazen k Lb. sakei subsp.
sakei, ktery byl pfitomen také v hotovych vyrobcich. Druhym identifikovanym signalem
byl prouzek E5, ktery se vyskytoval u vzorkt kofeni i dila a ktery patiil Lb. curvatus nebo

Lb. sakei. Podle jeho polohy lze navic usuzovat na souvislost s bandy C6* a A5.

Obrdzek 28: Gel E —usek V1 genu pro 16S rRNA, gradient 30/50%, koreni, dilo, kultura
1 —marker; 2 — koreni 1; 3 — koreni 2; 4 — dilo 2/a; 5 — dilo 2/b; 6 —dilo 1/a; 7 — dilo 1/b; 8 —kul-
tura

Sekvenace DNA extrahované z gelu F poskytla oproti pfedchozimu stanoveni mnohem
sella confusa (F8), Enterococcus faecium (E9) a Pseudomonas sp. (F4). Vyskyt enterokokt
a Pseudomonas sp. v kofeni je pomérné Casty [26, 127]. W. confusa se mize vyskytovat
také ve fermentovanych potravinach a byla dokonce navrzena jako probiotikum. Nékteré
zdroje vSak uvadi, Ze se jedna o potencialn¢ patogenni bakterii zplsobujici sepsi a dalsi

infek¢ni onemocnéni u lidi a zvitat [128].
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Obrazek 29: Gel F —usek V3 genu pro 16S rRNA, gradient 15/55 %, koreni, dilo, kultura
1 —marker; 2 — koreni 1; 3 — koreni 2; 4 — dilo 2/a; 5 — dilo 2/b; 6 — dilo 1/a; T — dilo 1/b; 8 — kul-
tura

Mikrofléra dila byla oproti kotfeni mnohem pestiejsi. Nej€astéji identifikovanymi mikroor-
ganizmy byly pseudomonady. Pseudomonas sp. pochazela z koteni (F4) i z dalsi suroviny,
ktera byla soucasti dila (F5). Ps. aeruginosa (F3) pochazela pravdépodobné piimo z ma-
sove slozky. Jedna se o jednu z nejcastéji izolovanych bakterii z masa podilejici se na jeho
kazeni [129]. V dile se dale vyskytovaly Pediococcus sp. (F6) a Brochothrix ther-
mosphacta (F7). Také Brochothrix thermosphacta je jednou z bakterii zodpovédnou
za kazeni masa a masnych vyrobki. Ma velice blizko k rodim Lactobacillus a Listeria,
je fakultativné anaerobni, halotolerantni a acidotolerantni [130]. Nejednou byla zazname-
nana jeji pfitomnost také ve FMV [108, 109]. V salamech Paprika$ vSak nalezena nebyla.
Poslednim izolatem z dila byl nekultivovatelny druh Bacillus sp. (F1). Jeho pfitomnost
byla zjiSténa pouze u dila pro QDS vyrobu. Kultura na gelu E poskytla pouze jeden prou-
zek (F2). V databazi BLAST byla sekvence pfifazena ke Corynebacterium kroppenstedtii
s pravdépodobnosti 92 %. Tato bakterie se vyskytuje mimo jiné v hnisajicich ranach a neni
tedy predstavitelné, ze by se pouzivala jako startovaci kultura do FMV [131]. Jednalo se
tedy o chybnou identifikaci.
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Celkovée se podatilo stanovit 6 riznych druht a poddruht laktobacilt v ty¢ovych salamech
klasické vyroby a 5 v salamech v platcich. Stejnych pét druht a poddruht bylo zazname-
nano také u salami vyrobenych QDS technologii. Lactobacillus sakei subsp. sakei obsaze-
ny ve startovaci kultufe se promitnul do mikroflory vSech salamii. Izolat identifikovany
jako Lb. sakei nebo Lb. curvatus vyskytujici se v salamech obou vyrob pravdépodobné
pochazel z kofeni. Zadny dalii mikroorganizmus nalezeny ve vychozich surovinach nebyl
Vv salamech stanoven. Pivod v salamech piitomnych Lb. fuchuensis, Lb. sanfranciscensis
a Lb. delbrueckii se nepodatilo objasnit. Vyskyt koagulaza negativnich stafylokokd nebo
mléénych kokl se pomoci techniky PCR-DGGE nepodafila prokazat v zadném vzorku
Paprikése. Pro budouci studie 1ze doporucit doplnit stanoveni mikroflory FMV o dalsi use-

Ky genu pro 16S rRNA.
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ZAVER
Vyroba fermentovanych masnych vyrobka (FMV) je rozhodné jednou z nejzajimavéjSich

v§im na kvalit€ surovin a fizeni zracich podminek ovliviijicich vyvoj mikroflory FMV.

Klasické kultiva¢ni techniky v kombinaci s metodami molekularni biologie mohou poskyt-
nout Siroky obraz o struktufe a vyvoji mikroflory FMV. Péstovanim mikroorganizmt
na zivnych pudach lze pfedevsim odhadnout dynamiku jejich riistu a reakce na meénici
se zivotni podminky, ¢ehoz bylo vyuzito i v této praci ke sledovani vyvoje po¢tu mikroor-
ganizmu v salamech Paprikas. Bylo prokazano, ze bakterie mlécného kvaseni jsou domi-
nantnimi mikroorganizmy v PaprikaSi po celou dobu zréni. Jejich dominance pfetrvava
také béhem skladovani. Rist mikroorganizmt probihd v saldmech v obdobi fermentace
a zrani stejnomérné. Beéhem skladovani salamii vyrobenych klasickou technologii vSak
dochdzi k odumirani bakterii v dasledku vycerpani zivin. Baleni saldmt v ochranné atmo-
sféfe muze tyto procesy zpomalit. V salamech vyrobenych specialni technologii Quick-
Dry-Slice (ODS) reagovaly mikroorganizmy na specifické podminky této vyroby nizsi
aktivitou, coz mélo za nasledek prodlouzeni jejich Zivotaschopnosti az do konce skladova-
ni.

Ptesna identifikace mikroorganizmi kultivacnimi metodami byva pomérné obtizna a Casto
nepiesna. Z tohoto diivodu bylo k popisu mikroflory Paprikase vyuzito také techniky dena-
turaéni gradientové gelové elektroforézy. Uskalim této techniky je zavislost i¢innosti sepa-
race na mnoha faktorech a proto je nezbytné jeji parametry nastavit pro kazdou matrici
pfesné na miru. V rdmci této prace se podafilo optimalizovat metodiku izolace bakteridlni
DNA z FMV, ktera zajistila ziskani dostate¢ného mnozstvi DNA o vysoké ¢istoté. Dale
byly nalezeny dva fragmenty genu pro 16S rRNA a k nim nejoptimalngjsi gradienty dena-
turacnich ¢inidel, kterymi bylo stanoveno na 6 druhd a poddruhi laktobacilt v salamech,
Z nichz 5 bylo spole¢nych pro vyrobky klasické i ODS technologie. Mikroflora surovin
byla tvofena prevazné mikroorganizmy zpusobujicimi kaZeni masa a masnych vyrobkl
a potencialné patogennimi bakteriemi. V kone¢nych produktech vSak byly vSechny neza-

douci mikroorganizmy pod urovni detekce.

Veskeré poznatky uvedené v této praci mohou poslouzit jako vychodisko pfi navrhovani
postupti dalsich védeckych praci zaméfenych na sledovani mikrofléry fermentovanych

potravin.
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PRILOHA |1: KONCENTRACE A CISTOTA IZOLOVANE DNA

Tabulka I: Koncentrace a Cistota DNA ze salami klasické vyroby - tyce

1. Sarze 2. Sarze
den/vrstva koncentrace [ng/pl] Cistota [-] koncentrace [ng/ul] istota [-]
3.1 31,5 1,94 30,6 1,95
3111, 31,6 1,87 32,1 1,85
23./1. 22,9 2,01 25,0 1,97
23./111. 32,6 1,84 31,9 2,01
30./1. 38,2 1,83 37,6 1,84
30./111. 37,8 1,97 38,2 1,83
42./1. 33,9 1,73 34,1 1,85
42./111. 34,3 1,92 34,2 1,99
49./1. 30,7 1,80 29,6 1,97
49./111. 14,5 1,96 16,3 2,02
63./1. 19,5 1,86 21,3 1,81
63./111. 22,5 2,01 22,4 1,98

Tabulka II: Koncentrace a Cistota DNA ze salami klasické vyroby - platky

1. Sarze 2. SarZe
den koncentrace [ng/ul] istota [-] koncentrace [ng/ul] Cistota [-]
23. 21,0 1,94 22,5 1,92
30. 26,5 1,99 27,9 1,88
42. 45,6 2,03 42,9 1,97
49. 21,3 1,95 22,5 1,89
63. 48,3 1,99 47,1 1,95

Tabulka I11: Koncentrace a ¢istota DNA ze salamt QDS vyroby - ty¢e

1. Sarze 2. SarZe
den/vrstva koncentrace [ng/ul] Cistota [-] koncentrace [ng/ul] Cistota [-]
2./1. 35,5 1,85 37,4 2,17
2./11. 50,6 1,87 57,6 1,82
16./1. 38,9 1,90 30,4 1,90

16./111. 30,0 1,82 8519 2,05




Tabulka IV: Koncentrace a Cistota DNA ze salami QDS vyroby - platky

1. Sarze 2. SarZe
den koncentrace [ng/ul] Cistota [-] koncentrace [ng/ul] Cistota [-]
16. 24,9 1,84 39,3 1,86
23. 29,2 1,93 30,1 2,03
37. 40,5 1,78 48,3 1,88
44, 36,1 1,89 36,3 1,86
58. 40,4 1,87 41,5 1,76
Tabulka V: Koncentrace a ¢istota DNA z dila
1. Sarze 2. Sarze
surovina koncentrace [ng/ul] istota [-] koncentrace [ng/pl] istota [-]
dilo 1 22,2 1,88 12,3 2,01
dilo 2 35,3 1,97 15,2 1,92

Tabulka V: Koncentrace a &istota DNA z koieni

koreni
vyroba koncentrace [ng/ul] Cistota [-]
klasicka 10,1 1,94
QDS 16,0 1,89

Tabulka VI: Koncentrace a ¢istota DNA kultury

kultura
¢islo vzorku koncentrace [ng/ul] istota [-]
1 81,3 1,90
2 75,7 1,80
3 106,8 1,87
4 86,0 1,89




