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ABSTRAKT

Tato diplomova prace je zaméifena na sledovani diverzity mikrofléry fermentovanych mas-
nych vyrobku (salamt Paprikas) vyrobenych klasickou a Quick-Dry-Slice technologii. Sle-
dované vzorky fermentovanych salamu byly odebirany béhem celé doby zrani a skladovani
a kultivacnimi metodami byly stanoveny celkové pocty technologicky vyznamnych i neza-
doucich rizikovych mikroorganismii. Vzorky fermentovanych salamt vyrobenych Quick-
Dry-Slice technologii vykazovaly na konci sledované doby vysoké hodnoty pocti Zivota-
schopnych bakterii v porovnani se vzorky salamt vyrobenych klasickou cestou. Po celou
dobu zrani a skladovani byly u vSech vyrobki dominantni bakterie mlécného kvaseni.
U finélnich produktti nebyly detekovany zadné nezadouci rizikové mikroorganismy. Pomoci
molekularné biologické metody denaturaéni gradientové gelové elektroforézy byl vytvotren
mikrobiologicky profil vSech vzorkli. DNA izolovana z nejvice zastoupenych mikroorga-
nismu byla sekvenovana a bakterie identifikovany jako druhy Lactobacillus curvatus, Lacto-

bacillus sakei, Lactococcus lactis, Staphylococcus carnosus a Staphylococcus condimenti.

Kli¢ova slova: Fermentovany masny vyrobek, Quick-Dry-Slice, Denaturacni gradientova

gelova elektroforéza

ABSTRACT

This thesis focuses on monitoring of the diversity of fermented meat products microflora
(Paprikas sausage) produced by conventional and Quick-Dry-Slice technology. The samples
of fermented sausages were sampled during the entire aging and storage period. The total
number of technologically significant and undiserable microorganisms was determined by
cultivation methods. Fermented sausages samples produced by Quick-Dry-Slice technolo-
gies showed high viable counts at the end of the study period com-pared to sausage samples
produced by conventional technology. Lactic acid bacteria were dominant during maturation
and storage. No undesirable hazardous microorganisms were detected in the final products.
Molecular biological method denaturing gradient gel electrophoresis was used to create
microbiological profile of the samples. DNA isolated from microorganisms, which were the
most abundant, was sequenced and bacteria were identified as Lactobacillus curvatus, Lacto-

bacillus sakei, Lactococcus lactis, Staphylococcus carnosus and Staphylococcus condimenti.

Keywords: Fermented meat products, Quick-Dry-Slice, Denaturing gradient gel electropho-

resis
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UvVOD

Konzumace masa a masnych vyrobkii méa v zivoté ¢lovéka zdsadni vyznam. V soucasné
dob¢ existuje na trhu velké mnozstvi rizné upravenych masnych vyrobka. Mezi nejoblibe-
néjsi a zaroven nejkvalitnéjsi patii fermentované masné vyrobky tepelné neopracované. Jsou
vyrabény z kvalitnich vstupnich surovin a diky naro¢nému technologickému procesu si za-
chovavaji vysokou vyzivovou hodnotu. Velkou vyhodou je jejich pomérn¢ dlouha doba mi-
nimalni trvanlivosti zajisténa pouze ptirozenymi vlastnostmi. Hlavnim diivodem vysoké ob-
liby téchto vyrobki jsou jedine¢né senzorické vlastnosti, které se utvareji béhem fermentace
a dlouhé doby zrani. Tyto dva biochemické procesy jsou klicové pro vyrobu fermentovanych
masnych vyrobkil a jsou zplsobeny aktivitou ptfirozené se vyskytujicich nebo dodavanych
mikroorganismu. Znalost pfitomné mikroflory a probihajicich mikrobiologickych procest je
dalezita pro zajisténi pozadovanych vlastnosti a zdravotni nezdvadnosti vyrobku. Studium
mikrobialni diverzity a faktord ovliviiujicich rist technologicky vyznamnych bakterii mize

ptispét také k vyvoji novych technologickych postupti.

Vyroba fermentovanych masnych produktii je velmi ¢asove a finanéné€ naro¢na. Provozova-
telé potravinatskych podniki proto hledaji zptisoby jak cely proces co nejlépe zefektivnit pti
zachovani kvality a senzorickych vlastnosti vyrobkd. Nova moderni technologie Quick-Dry-
Slice (QDS) podstatné urychluje cely vyrobni proces. Otazkou je, zda novy zptusob vyroby

pfiliS neovliviiyje diileZité mikrobiologické procesy a tim i vlastnosti vysledného produktu.

Sledovani mikroorganisml v potravinach je nejcastéji provadéno klasickymi kultiva¢nimi
metodami. V soucasné dob¢ velmi preferovana aplikace modernich molekuldrné biologic-
kych metod umozniuje hlubsi poznani bakterialnich spolecenstev, jejich presnou identifikaci
a také studium enzymatickych procest, které utvareji kone¢né vlastnosti potravinovych vy-

robku.

Tato diplomova prace se zabyva mikrobidlni diverzitou fermentovanych salamt Paprikas
vyrobenych jak klasickou, tak QDS technologii. Mikrobiologicky profil produkti je sledo-
van v prubehu celé doby zrani a skladovani kultivacnimi metodami v kombinaci s moleku-

larné€ biologickou metodou denatura¢ni gradientovou gelovou elektroforézou (DGGE).
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TEORETICKA CAST
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1 MASNY VYROBEK

Masny vyrobek muzeme kvalifikovat jako technologicky opracovany vyrobek, jehoz pieva-
zujici surovinou je maso. Dle Nafizeni Evropského Parlamentu a Rady (ES) ¢. 853/2004
jsou masnymi vyrobky zpracované vyrobky ziskané zpracovanim masa nebo dal$im zpraco-
vanim tak, Ze z fezné plochy je zfejmé, ze produkt pozbyl znaki charakteristickych pro Cer-
stvé maso [1]. Za maso se pii vyrobé masnych vyrobkl povazuji pozivatelné ¢asti jatecnych
zvifat véetn¢ drobt (napf. jatra a srdce) a krve. Tyto suroviny musi byt afedné prohlaseny
za vhodné k lidské spotfebé. V piipadé masa se jedna o surovinu ziskanou pfii bourani vel-
kych celkd, jako jsou veptové pllky nebo hovézi ¢tvrté. Za maso je povazovano i sadlo nebo
1), které je v takto vybourané suroving pfirozené obsazeno. Vyrobni surovina se nasledné
rozdeluje do nékolika tfid v zavislosti na obsahu tuku. Driibezi maso pro vyrobu nekterych
masnych vyrobki je zpravidla ziskavano tzv. strojnim oddélenim ze skeletti driibeze po od-
stranéni hlavy, stehen, kiidel a prsni svaloviny. K masu nebo strojné¢ oddélenému masu se
pti vyrobé masnych vyrobkl pfimichava fada dalSich ptisad a pomocnych latek v zavislosti
od skupiny vyrobkl. Jedna se zejména o pitnou vodu, koteni, solici smési, mouku, Skrob a

bilkovinné ptisady [2, 3, 4].

Na cely proces vyroby a distribuci masa a masnych vyrobka dohlizi v Ceské republice kon-
trolni organy Statni veterinarni sprava (SVS) a Statni zem&délska a potravinaiska inspekce
(SZPI). Dle vyhlasky ministerstva zemé&d¢lstvi 69/2016 Sb. ve znéni pozdéjsich predpist,

rozliSujeme nékolik skupin masnych vyrobku (tabulka €. 1).

Tabulka ¢&. 1 : Clenéni masnych vyrobki [3]

tepelné opracovany
tepeln€ neopracovany
tepelné neopracovany pro tepelnou tipravu
masny vyrobek trvanlivy tepelné opracovany
trvanlivy fermentovany
konzerva

polokonzerva
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2 TRVANLIVY FERMENTOVANY MASNY VYROBEK

Mezi nejkvalitnéjsi masné vyrobky Ize zcela urcité zaradit velmi zddané trvanlivé fermento-
vané masné vyrobky (FMV)[5]. Jde o tepelné neopracované vyrobky urcené k piimé spo-
ttebé, u kterych v pribéhu fermentace, zrani, suseni, poptipade¢ uzeni doslo k jejich vysuseni
tak, aby byla prodlouzena minimalni trvanlivost na 21 dni pfi teploté skladovani 20 °C [2,
3]. Hlavnim divodem vysoké obliby téchto vyrobki jsou jedine¢né senzorické vlastnosti,

které se utvareji béhem dlouhé doby zrani a fermentace.

2.1 Technologie vyroby trvanlivého fermentovaného masného vyrobku

wewvr

vat nejen dobrym strojnim vybavenim a pouzivat jakostni surovinu, ale potiebuje rovnéz
dostatek znalosti a zkuSenosti. Cely technologicky postup pfipravy trvanlivych FMV lze
znazornit jako proces skladajici se z n¢kolika operaci, které na sebe plynule navazuji. Kli-
¢ové pro kvalitu finalnich vyrobkl je dodrZzovani vSech operacnich postupt a hygienickych
pravidel. Opomenuti nebo podcenéni miize mit za nasledek nejen nekvalitni produkt, ale
také mize ohrozit zdravotni nezavadnost vyrobku z hlediska mikrobialni kontaminace [4,

5].

2.1.1 Vstupni suroviny

Zakladni surovinou je maso jateCnych zvifat. V zapadni a stfedni Evropé se pouziva hlavné
veprové a hoveézi maso, ve svéte pak také maso konské, skopové a kriti. Klasicka receptura
obsahuje jeden dil libového vepfového masa, jeden dil libového hovéziho a jeden dil vepio-
vého sadla. Vzhledem k vyssi cené hovéziho masa pouZziva fada vyrobcli pouze maso vep-
fové. [5]. Maso pro vyrobu masnych produktii ma byt obecné fadné vyzralé. Doba zréani je
rozdilna pro maso riznych druhti a stafi zvifat. Pro hovézi maso se doporucuje minimaln¢ 2
tydny, ma-li mit maso pozadovanou kiehkost. K zajisténi optimélniho pritbé¢hu zrdni masa
je nastaveni teploty pro uchovéni + 3 az + 5 °C. Po ukonceni procesu zrani masa se miize
skladovaci teplota snizit na 0 az + 1 °C. Zranim masa se také optimalizuje jeho chut’. Vzni-
kajici latky vSak podléhaji dal$im reakcim. Poklesem teplot na 0 az + 1 °C se tyto chemické
reakce zpomaluji, ale ne zcela zastavuji. Z tohoto diivodu by se maso nemélo skladovat po
ukonceni zracich procest déle jak 8 dni, u hovéziho maximalné¢ 14 dni. Maso pro vyrobu
FMV by mélo pochazet ze starSich zvifat. Je tmavsi a obsahuje mén¢ vody. Pfi opracovani

masa je potieba odstranit pojivovou tkan. Jeji pfitomnost je patrna na fezu vyrobki a plisobi
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rusive pii skusu. Pro vyrobu trvanlivych FMV vyrobci upiednostiiuji maso libové s vysokym
obsahem cistych svalovych bilkovin. Podle legislativnich piedpisti musi do vybranych tr-
vanlivych saldmu (Poli¢an, Herkules, Paprikas, Lovecky salam, Dunajska klobéasa) pouzit
vyrobce pouze veprové a hoveézi maso. Pouziti vlakniny, dritbeziho masa strojn¢ oddéleného,

rostlinnych a jinych zivocisnych bilkovin se nepiipousti [3].

Technologie vyroby FMV klade vysoké naroky na mikrobidlni stav surovin, zejména masa
jate¢nych zvitat. Trvanlivé FMV nejsou v pritbéhu vyroby tepelné opracované. Mikrobiolo-
gické bariéry (pH, aktivita vody) proti nezddoucim mikrobiim se vytvareji postupné a jejich
pusobeni neni rozhodné tak ucinné jako vliv vysoké teploty pfi tepelném oSetfeni. Z toho

vyplyva nutnost pouzivat suroviny pouze s minimalni mikrobialni kontaminaci [5].

Dal$i nemén¢ diileZitou surovinou pro vyrobu trvanlivych FMV je veptfové sadlo. To ma
rozhodujici roli pfi vytvareni struktury vyrobku ve fazi mélnéni a michani a také pti suseni.
Veptové sadlo pro FMV ma byt jadrné, tuhé a proto se vyuziva pouze hibetni sadlo. Z cel-
kového obsahu mastnych kyselin ve veprovém sadle ma byt polyenovych mastnych kyselin
do 12 % [5, 6]. V prubéhu piipravy dila a pfi jeho plnéni do obalovych stfev vznika teplo.
Aby se zabranilo uvoliiovani tuku v téchto fazich technologického procesu vyroby, je nutné
veptove sadlo pred jeho dalSim zpracovanim zamrazit na teplotu -10 °C az -15 °C [5, 7].
V CR mivaji na trhu rozsifené vyrobky (Poli¢an, Herkules, Lovecky salam) vétiinou obsah

tuku do 50 % [5].

Jednou z hlavnich ptisad pouZivanych pii vyrobé FMV je chlorid sodny. Kuchynska stl,
NaCl zpiisobuje po pfidani do masa navazani iontti Na* a Cl” na postranni fetézce bilkovin a
pusobi mezi nimi jako odpudiva sila. Slanou chut’ masnych vyrobkd, resp. masa po ptidavku
NaCl zptisobuji pfevazné zaporn¢ nabité ionty Cl a v mensim rozsahu pozitivné nabité ionty
sodiku Na'. Sil sniZuje hodnotu vodni aktivity (aw) a zvyhodfiuje riist grampozitivnich bak-
terii namisto gramnegativnich mikroorganismi (zZadoucich bakterii mlééného kvaSeni na-
misto nezadoucich patogennich mikroorganismi). Tim dochézi k prodlouzeni udrznosti [4,

51.

K soleni dila pro vyrobu FMV se pouziva dusitanova solici smés (DSS), a to v mnozstvi 2,4
— 3,0 % (v hotovém vyrobku v disledku ztraty vody pfi suSeni je obsah soli 3,2 — 4,5 %).
Ptidavek soli do dila snizuje aw 0 0,02 — 0,03 a také snizuje jeho teplotu o ptiblizné 1 — 2 °C.
Aktivita vody je z technologického hlediska definovana jako pomér tlaku vodnich par po-

traviny k tlaku par destilované vody pii urcité teploté. Je tedy zavisla na teploté a vyjadiuje
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miru volné vody, schopné i€astnit se chemickych reakci. Pfidavkem soli dochazi ke ztratdm
volné vody a ke zvySeni osmotického tlaku. Bilkoviny masa zvySuji svou rozpustnost a
schopnost masa vazat vodu [5, 8]. Dusitan obsazeny v DSS se podili na vybarveni, na tvorbé
aroma, ma konzervacni a antioxidacni efekt. Pro dosazeni charakteristické barvy masnych
vyrobk je nutny ptidavek dusitanu 30 — 50 mg/kg dila. Aroma ovlivni 20 — 40 mg/kg. Kon-
zervacni efekt (inhibice mikroorganismt rodu Clostridium, Salmonella) zajisti ptidavek 80-
150 mg/kg dila a antioxida¢né piisobi 20 — 50 mg/kg. Antioxidacni u¢inek dusitanu je zalo-
zen jednak na principu spotieby kysliku k oxidaci na dusi¢nan, jednak na tvorb¢ stabilniho
komplexu mezi zelezem vazanym v hemové slozce a dusitanem, ¢imz se zabrani uvolnovani

iontd zeleza [5].

K piipravé trvanlivych FMV se pouziva riiznych druht koteni. Casto se pouZiva pouze pepi
(2 — 4 g/kg dila). Aroma lze obohatit také pfidavkem papriky, kardamomu, muskatového
kvétu, muskatového ofisku, zdzvoru a jalovce. Tato koteni postacuji v davee kolem 0,5 g/kg
dila. V CR se do tradi¢nich FMV pouZiva ¢esnek, kmin nebo hiebicek. Koteni vykazuje
¢aste¢né antioxidacni ucinek (napt. muskatovy kvét, tymian, Salvéj ¢i rozmaryn), antimikro-
bialni ucinek (nové koteni, skofice, hiebicek, ¢esnek, zdzvor, koriandr, kmin, paprika, pepf,

rozmaryn) a podporuje sekreci travicich stav [5].

Ulohu substratu (potravy) zejména pro bakterie mlééného kvaseni plni sacharidy, které jsou
fermentovany na kyselinu mlécnou a jiné neméné dulezité organické latky. Pfi fermentaci
dochdzi ke sniZeni pH, zvySeni udrznosti a ke vzniku jedine¢nych senzorickych vlastnosti
vyrobku. Piidavek sacharidli do dila ovliviiuje intenzitu procesu fermentace. BéZn¢ se pou-
zivaji monosacharidy (glukdza, ptip. fruktoza), disacharidy (sacharéza, laktoza), ptip. oli-
gosacharidy (Skrobovy sirup). Obecné mnozstvi 1 g (nebo 0,1 %) glukézy ptidané k 1 kg
dila snizuje hodnotu pH o 0,1. Aplikace 8 — 10 g gluko6zy (dextrozy) snizuje pH z hodnoty
kolem 5,7 na 4,6 — 4,8 [5, 8].

vvvvvv

vSak nebyla vzdy uspesna z divodu mnozeni nezadoucich bakterii a tvorby latek negativné
ovlivityjicich vlastnosti vyrobku. V soucasnosti se vyuziva aplikace startovacich kultur. Ty
zajiStuji spravny chod fermentacnich procest (okyseleni, tvorba senzoricky vyznamnych
latek), inhibici ristu nezddouci mikroflory (patogeny, sporulaty) a optimalizaci vyroby (stala
kvalita vyrobku, zkraceni vyrobniho casu). Davkovani startovacich kultur do saldmového
dila musi zaru¢it minimalni pocet 107 bakteridlnich bunék na 1 gram dila (CFU/g) [5, 8].

Startovaci kultury jsou komeréné dostupné v mrazeném, lyofilizovaném nebo tekutém stavu.
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Do dila se maji startovaci kultury aplikovat na poc¢atku michani v kutru. Nejcastéji se dnes
pouzivaji startovaci kultury, které obsahuji mikrobidlni rody Lactobacillus, Pediococcus,
Kocuria, Staphylococcus. Z kvasinek je to potom Candida a Debaryomyces. Debaryomyces
hansenii ptidava se v mnozstvi kolem 10® CFU/g dila. Napomaha rozvoji charakteristického
vybarveni produktii, podili se na utvafeni aroma a chuti. K povrchovému osetieni neuzenych
salamt se mohou pouzit plisiové startovaci kultury. Aplikuji se na povrch salamt formou
postfiku nebo se salamy ponoii do roztoku s obsahem kolem 10° spor/ml. Na vyrobku se

vyviji bilé nebo Sedé-bilé mycelium [5].

Tradi¢nim obalovym stfevem pro masné vyrobky jsou ptirodni stieva. Pii samotném plnéni
(narazeni) stieva jsou dulezité jeho mechanické vlastnosti. Jde predevsim o pevnost a stabi-
litu pfi plnéni. Obal musi vydrzet silné zatizeni, nesmi se vyboulit a musi naopak zachovat
rovnomeérnost a stalost daného priméru (kalibru). Pro vyrobu trvanlivych masnych produktii
se pouzivaji stfeva propustna pro vodni paru, plyny a slozky koute. Tyto podminky spliiuji
prirodni stfeva a nékteré typy syntetickych obalovych stiev. V dnesni dobé se u nas pouzivaji
pfedevs§im tenkd veptova stfeva. Pro trvanlivé FMV se pouzivaji klihovkova — kolagenni
stieva a tzv. fibrousova stfeva na bazi zpevnéné celulézy. Zakladem tohoto druhu stiev je
specialni papir, ktery se ziskava z extrémné dlouhych rostlinnych vladken uréitych druhti rost-
lin. Vyznacuje se vysokou pevnosti a to zejména 1 ve vlhkém stavu. Pti produkci fibrouso-
vych stfev se na vySe popsany papir z dlouhych vléken, ktery je pfipraven s ptesnou Sitkou,
nanasi celuldza — viskodza. Tyto dvé slozky (papir a viskdza) spole¢né vytvoii neoddélitelnou
vazbu. Kombinace téchto obou pfirodnich materialit umoziiuje vznik jedine€nosti takto pfi-

pravenych obalovych stfev [5, 9].

Vychozi surovinou pro synteticka stfeva kolagenni (klihovkova) je Stipenkova klihovka, tj.
spodni vrstva kiize, ktera zlstava jako vedlejsi produkt po Stipani v kozeluznach. Tato stfeva
jsou pfirozengj$im obalovym materidlem pro vyrobu trvanlivych saldmi neZ jina synteticka
stteva. Vynikaji propustnosti pro vodni paru a slozky koute. Dokonale ptilnou k povrchu
dila a vyrobku proptjcuji ptirozeny vzhled. Oproti obaliim ze zpevnéné vlakniny nemaji
takovou pevnost, tzn. teplota dila pfi nardzeni je doporu¢ovana minimalng -2 °C (stfeva ze
zpevnéné vldkniny snesou i -5 °C). Pfi teplotach niz§ich dochazi k praskani stiev pii plnéni.
Kolagenni stfeva nejsou na trhu k dispozici v takovém barevném provedeni jako stieva ce-

lul6zova, avsak jsou cenové vyhodnéjsi [5].
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2.1.2 Priprava dila

K mélnéni a michani dila se bézn¢ pouzivaji klasické kutry. VétSina produktid ma velikost
zrna 0,8 — 3,0 mm. Kutr je zafizeni, které se sklada z otocné misy, ve které se na hiideli otaci
noze, rozsekavaji masitou surovinu a soucasné vznikajici dilo promichavaji. Pro kvalitu fi-
nalnich vyrobkd ma vyznam nejen pouzita surovina, ale také jeji zpracovani pti ptipravé a
plnéni dila. Pro ptipravu dila v kutru lze zvolit n€kolik postupti, liSicich se podle potadi
michani jednotlivych druht hlavni suroviny, tzn. masa a sadla. Obecné¢ plati zasada zpraco-
vavat v kutru sddlo v mraZeném stavu (teplota -10 °C a niz§i), stejné€ tak i maso s vysokym
podilem sadla (napft. boky), naopak libové maso se pouziva chlazené. Dulezita je vysledna
teplota dila -4 az -1 °C. Pti zahiivani mize dojit k mazani tuku. Tuk uvolnény pfi michani
ucpava kapilary vytvoiené ve struktute dila a dochéazi tak ke Spatnému transportu vody ze

sttedu vyrobku k povrchu, coz je velmi vyznamné pfi suseni vyrobku [5, 8].

2.1.3 PInéni dila do obalovych stiev

Pti plnéni (narazeni) se dostava dilo do obalového stieva a ziskava tak predem urcenou ve-
likost 1 tvar a moZnost zavéSeni na udirenské htilky. Dilo musi mit poZadovanou strukturu a
teplotu. Bézn¢ se uvadi teplota kolem -1 az -4 °C. NiZsi teploty uz nejsou vhodné, protoze
pii nich dochazi k ztuhnuti dila a neschopnosti stroje dopravit dilo do obalu. PInéni dila by
mélo nastat bezprostiedné po vyjmuti z kutru. Obalova stieva by méla byt pred plnénim
osetfena predepsanym zplsobem za ucelem zajisténi jejich plné funk¢nosti. Je nutné plnit
obalova stfeva na doporu¢eny primér, obal se musi v pribéhu zrani smr$tovat rovnomeérné
s vysychanim produktu a pfitom vykazovat pfilnavost k povrchu dila. V soucasné dob¢ se
pouzivaji moderni nardzecky a jsou vesmés vakuové. Jsou vybaveny vyvévami k odsavani
vzduchu z dila pii procesu plnéni. Absence kysliku v dile umoziiuje lepsi vybarveni a snizuje
hodnotu redoxniho potencidlu. Dilo je po naplnéni stfeva kompaktni a findlni vyrobek neni
porovity. Pro uzavirani obalovych stfev se v dnesni dob€ pouzivaji automaticka nebo polo-
automatickd sponovaci zatizeni, kterda umoziiuji presné aplikovat sponu okolo obalového

stteva po jeho naplnéni dilem [5, 8].

2.1.4 Fermentace a zrani

Po naplnéni dila do obalovych stfev jsou vyrobky navéseny na udirenské vozy a prevezeny

do klimatizovanych komor, kde zacina proces fermentace a zrani. Salamy pfitom ztraceji
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vodu — klesa hodnota aw. Proces fermentace a suseni zavisi na podminkach v komoréch (tep-
lota vzduchu, relativni vlhkost vzduchu a rychlost proudéni vzduchu). Nejprve musi probéh-
nout tzv. vyrovnavaci faze. Salamy jsou po navéSeni na udirenské vozy studené (0 °C) a
v klimatizovanych komorach je teplota vyssi. Na povrchu salamii kondenzuje vzdusna vlh-
kost. Vyrovnavaci faze tedy slouzi k odebrani vody z povrchu. Teplota je nastavena na
16 — 22 °C, relativni vlhkost vzduchu 60 — 70 % a rychlost proudéni vzduchu kolem 0,8 m/s.
Vyrovnavaci faze trvd nezbytn¢ nutnou dobu a to 1 — 6 hodin, kdy uz nedochazi k dalsi
kondenzaci vzdusné vlhkosti na povrchu vyrobkii. Musi skoncit diive, nez by hrozilo ptesu-
Seni povrchu salamt. Po vyrovnani teploty vyrobku s teplotou okolniho vzduchu je nutné
zvysit relativni vlhkost vzduchu v komote na 92 — 93 %, teplota je nastavena na 22 — 26 °C
a rychlost proudéni vzduchu by méla byt kolem 0,8 m/s. Teplota vzduchu zajisti rozvoj bak-
terii mlééného kvaSeni, které svymi enzymy vyvoldvaji proces fermentace. Salamy jsou
v prvnich dnech fermentace a zrani ulozeny zpravidla v tzv. zakufovacich komorach, kde
probiha také uzeni. Toto obdobi trva piiblizné 1 tyden. Poté jsou vyrobky ptevezeny do zra-
cich komor, kde pokracuje proces zrani a dalsi suSeni az do dosazeni finalniho stavu. Behem
suSeni vyrobkill ve zracich komorach se postupné snizuje teplota vzduchu na 12 — 15 °C a
relativni vlhkost vzduchu na 72 — 75 %. Rychlost proudéni vzduchu se zredukuje na 0,1 m/s.

Toto obdobi trva dle druhu vyrobkt zpravidla 1 — 3 tydny [5].

Fermentacni procesy maji pti vyrobé¢ trvanlivych FMV velmi diilezitou tilohu. Ovliviuji po-
zitivné trvanlivost produktli, kladn€ plisobi na vytvofeni textury, vybarveni produktu a na
vyvoj chuti a aroma. Pro potlaceni nezddoucich bakterii je ale pfi vyrobé zapotiebi kombi-

nace vice piekazek [5, 6, 8].

2.1.5 SuSeni

V priibéhu zrani se zacind vytvéaret nejvyznamnéjsi a nejstabilnéjsi bariéra pro potlaceni
rustu nezadoucich bakterii, a to nizka hladina ayw. Ta je ovlivnéna ptidavkem soli (dusitanova
solici smés), fermentaci, pfedevSim ale procesem suseni. Rychlost procesu suseni je dana
difuzi vody z produktu. Difiize je zavisla na rozdilu obsahu vody mezi produktem a jeho
okolim (relativni vlhkost vzduchu a aktivita vody), na druhu pouzitého stfeva, kvalité po-
vrchu a sloZeni produktil, rychlosti proudéni vzduchu a teploté. Zakladnim pfedpokladem
pro suSeni vyrobki je rozdil ve vlhkosti mezi okolnim vzduchem a vyrobkem na jedné strané
a jadrem vyrobku a jeho okrajovou vrstvou na stran¢ druhé. Pfi suSeni je tieba dodrzovat

urcité zasady, nebot’ cilem je zisk kvalitniho standardniho produktu. Ekonomika provozu
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druhé strané¢ musi byt proces suSeni Setrny vzhledem k vlastnostem produktu. V ptipadé
FMV je zasadni pozvolny pribéh suseni. Je tieba zajistit rovnomérny odvod vody ze stiedu
vyrobku k jeho povrchu, kde nastava odpafovani molekul vody do okolniho vzduchu. Pro-
toze je v komote relativni vlhkost vzduchu niz$i nez ay salamu, probiha odpafovani vody
z jejich povrchové vrstvy. Rychlost vyparovani vody z povrchu produkti musi byt pfizpi-
sobena rychlosti difuze vody ze stfedu k vnéjsi zoné. Jestlize je vlhkost z povrchu salamt

odnimana rychleji, nez staci difuze uvniti vyrobku, vysledkem je vznik krouzku [5, 8].

2.1.6 Technologie Quick-Dry-Slice

Technologie Quick-dry-slice (QDS) je nova metoda pro pripravu krajenych suchych vy-
robkil z masa, kterou lze nazvat technologii 21. stoleti. Tento zptisob navrhl v roce 2004 tym
Comaposada J. a spol. a cely proces si nechal o rok pozd¢ji patentovat [12]. Cilem je efek-
tivn¢ zkratit dobu vyroby, snizit nédklady, zamezit ristu nezddouci mikroflory a oxidaci li-
pida. U klasické vyroby trvanlivych FMV trva prvni krok fermentace obvykle 2 az 5 dnd.
Nasleduje faze zrani a suSeni, kterd miZe trvat aZ nékolik tydnt. U QDS vyroby jsou vSechny
pocatecni operace (pfiprava dila, plnéni do obalovych stiev, fermentace) totozné s klasickou
vyrobou. Zména nastava aZ na konci fermentacni faze. Fermentace, zrani a susSeni jsou upra-
veny tak aby vyroba trvala namisto tydni jen nékolik dnti. Hlavnim rozdilem mezi klasickou
vyrobou a QDS vyrobou je suSeni jednotlivych platkl které probiha rychleji. Pro usnadnéni
krajeni je vyrobek nejdiive zmrazen na -10 °C. TlouStka ziskanych platkii se pohybuje
v rozmezi 1,5 — 2,0 mm. SuSeni v kontinualnim systému, ktery kombinuje konvekéni a va-
kuové suseni, probihd za presné¢ definovanych podminek 30 — 60 minut az do pozadované
hodnoty aw. Odpatfovani vodni pary ochlazuje fezy a to umoziuje pouZiti vyssi teploty, aniz
by doslo ke zhorSeni kvality vyrobku. Po ¢aste¢ném vysuseni jsou platky vakuové baleny a
skladovany pfi teploté 4 °C po dobu nékolika dnli az tydnli. Béhem této doby by mélo dojit

k dozrani vyrobku a rozvoji pozadovanych senzorickych vlastnosti [10, 11].

Produkty vyrobené QDS procesem byly testovany v nékolika studiich a srovnany s tradi¢né
vyrobenymi fermentovanymi produkty. Testy byly provedeny po patnacti dnech skladovani
balenych vyrobku. Z hlediska bezpecnosti byly stanoveny pocty bakterii rodit Clostridium,
Salmonella a druhti Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes. Hod-
noty CFU/g se u obou typt vyrobku neliSily a spliiovaly mikrobiologicka kritéria dle nafi-

zeni komise EU [10, 11, 13]. Déle byly srovnany senzorické vlastnosti produktt. Platky
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suSené procesem QDS mély méné kyselou chut’ nez vyrobky vyrobené tradicnim zptisobem.
To mohlo byt zptisobeno tékavosti kyselin, které byly u platkd ptfi suseni rovnomérné od-
stranény. Barva byla u vyrobkti QDS intenzivnéjsi, néktera citliva barviva pii kratkém pro-
cesu nevymizela. Chut’ vyrobki QDS se od tradicné vyrobenych mirné lisila. Ke zlepSeni
doslo po delsi dobé skladovani po baleni [10]. Mikrobiologické testy ukazaly, ze celkovy
pocet zivotaschopnych bakterii véetné bakterii rodu Lactobacillus béhem experimentu kle-
sal. U vyrobka vyrobenych pomoci QDS procesu byl zjistén vyssi pocet zivotaschopnych

bakterii, protoze nedoslo k vycerpani zivin diky podstatné krat$i dobé vyroby [10, 11].
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3 MIKROBIALNI DIVERZITA U FERMENTOVANYCH MASNYCH
VYROBKU

V dile pro vyrobu FMV se nachéazeji mikroorganismy jiz od prvopocatku a to v mnozstvi
fadové 10° - 10° CFU/g. Zdrojem t&chto mikroorganismi je vstupni surovina a to hlavné
maso jatecnych zvitat. Pro FMV jsou klicové bakterie mlécného kvaseni (BMK) a koagulaza

negativni stafylokoky (CNS) podilejici se na fermentaci [5].

3.1 Spontanné fermentované masné vyrobky

U spontanni fermentace, bez pouziti startovaci kultury, je pocatecni mnozstvi BMK pouze
10?- 10* CFU/g. Toto mnozZstvi se rychle zvy$uje az na hodnoty 107 — 10° CFU/g a BMK za
nedlouho dominuji fermentaci v diisledku anaerobniho prostiedi a pfitomnosti soli, dusitan
a dusicnant [14]. Dochézi k degradaci sacharidi na kyselinu mlé¢nou, kterd nebyvé jedinym
konecnym produktem. Podle podilu kyseliny mlé¢né na celkovém mnozstvi produkt pak
rozliSujeme mlécné kvaseni homofermentativni a heterofermentativni. V ptipad¢ heterofer-
mentativnich BMK mtize byt az polovina produktti fermentace tvofena acetatem, propiona-
tem, etanolem, acetoinem, oxidem uhli¢itym a amoniakem. VSechny tyto slouceniny, véetné
kyseliny mlécné, jsou vyznamné pro aroma kone¢ného produktu. Organické kyseliny maji
navic vliv na snizeni hodnoty pH dila, coz ovliviiuje rychlost suseni, konzistenci, barvu a
mikrobidlni stabilitu produktu. Nejbéznéjsi BMK u spontdnné fermentovanych masnych vy-
robkll jsou Lactobacillus sakei, Lactobacillus curvatus a v men$i mite Lactobacillus plan-
tarum. Kromé laktobacilli mohou byt pfitomny také Pediococcus pentosaceus, Pediococcus

acidilactici, bakterie rodu Leuconostoc, Lactococcus, Wiessella a Enterococcus [14, 16, 17].

U spontanné fermentovanych masnych vyrobki jsou ptitomny také koagulédza negativni sta-
fylokoky (CNS). Ty se na po¢atku zrani nachazeji v mnozstvi 10— 10* CFU/g a na konci
10° — 10® CFU/g. CNS hraji roli v nékolika zadoucich reakcich. Aktivita dusi¢nanreduktazy
a dalSich enzymti podporuje Zadouci vyvoj barvy a stabilizaci produktu. NejcastéjSimi za-
stupci CNS jsou Staphylococcus xylosus, Staphylococcus carnosus, Staphylococcus

saprophyticus a Staphylococcus equorum [15, 17].

Kromé dominantnich BMK a CNS mohou byt u spontdnné fermentovanych vyrobki v mensi

mife piitomny kvasinky a plisng, které vétSinou béhem zrani neptekro¢i hodnotu 10° CFU/g.
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Penicillium rostouci na povrchu pfispiva ke stabilizaci barvy prostfednictvim katalazové ak-
tivity. Kvasinky Debaryomyces hansenii ¢i Candida maji proteolytické a lipolytické ucinky

a tim pfispivaji k rozvoji chuti vyrobku [16].

3.2 Nezadouci mikroflora

I kdyz jsou trvanlivé FMV povazovany za nerizikové, mozny vyskyt nezadoucich mikroor-
ganismu je diskutovan v nékolika studiich. Trvanlivé FMV jsou tepelné neupravené, coz pii
nedodrzeni technologického postupu a hygienickych pravidel mize vést k rozvoji nezadoucti
mikroflory. Obcas se mohou na povrchu saldmi vyskytnout nezadouci plisné a kvasinky, jez
maji razné nevzhledné barevné odstiny (zelené, hnédé nebo jejich vzajemné kombinace).
Mezi plisnémi izolovanymi z povrchu salaml prokazalo nékolik kment Penicillium spp.
schopnost produkovat toxiny [18]. Kromé plisni byl u n¢kterych FMV prokédzan vyskyt pii-
vodct alimentarnich onemocnéni. Pritomnost Echerichia coli, Staphylococcus aureus, Lis-
teria monocytogenes byla zaznamenana v riznych fazich vyroby i u kone¢nych produktt
v maloobchodech [19]. Tento vyskyt souvisi s kontaminovanou vstupni surovinou (maso),
kde nezadouci bakterie prekonaji nedokonalé mikrobiologické bariéry vzniklé v disledku
nedodrzeni technologického postupu. Dal§im divodem mutize byt sekundarni kontaminace
finalnich vyrobku. Pii testech ve vyrobnach ukazaly vysledky vySetfeni pfitomnost bakterii
Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus. Rezidualni kontaminace
muze byt zplisobena zbytky masa nedostatecné odstran€nymi pfi €iSténi a sanitaci strojd,
stoll a nozt [14]. Dal§imi zjisténymi nezddoucimi bakteriemi mohou byt Brochothrix ther-
mosphacta a Pseudomonas fragi ptispivajici ke kazeni masa [24]. Dale pak Pseudomonas
spp., Brevibacterium spp. nebo Corynebacterium spp, které produkuji proteolytické enzymy
(proteazy, peptidazy, deaminazy) a tvoii svym ristem silny a lepkavy biofilm na povrchu
vyrobku. Ptidruzuje se amoniakalni zapach, ktery mize byt hodn€ vyrazny a pfipomina
aroma mékkych zrajicich syrti. Ke vzniku biofilmu pfispivéa vysoka relativni vlhkost v ko-

mote na po¢atku fermentace [5].

Dal8im rizikovym faktorem pii vyrobé trvanlivych FMV je, ze fermentace vytvaii vhodné
podminky pro mikroorganismy produkujici biogenni aminy (BA). Tyto toxické organické
slou€eniny vznikaji dekarboxylaci aminokyselin katalyzovanou bakteridlnim enzymem de-
karboxyldzou. Pfi fermentaci je v prostfedi zvySend koncentrace aminokyselin a nizké pH

coz stimuluje obranny aparat mikroorganismu k tvorbé BA které pH prostiedi zvySuji [20].
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Dekarboxylazova aktivita u mikroorganismu je rizna u riznych bakteridlnich kment. Z po-
hledu prevence tvorby BA pfi produkci FMV je tieba vénovat velkou pozornost hygiené
masa (uroven kontaminace) i ptisad a také vybéru startovacich kultur. Vysoké koncentrace
kadaverinu, putrescinu a histaminu mohou byt zplisobeny Spatnym hygienickym stavem
masa. Ke zvyseni hladiny kadaverinu pfispivaji zejména bakterie ¢eledi Enterobacteriaceae.
K redukci BA pfispiva pouziti dekarboxylaza negativnich kment Lactobacillus sakei jako

startovacich kultur [5, 20].

3.3 Startovaci kultury

Startovaci kultury se pouzivaji ke zrychleni procesu fermentace, standardizaci produktt a
sniZzeni mikrobiologickych rizik. Byvaji jednokmenové nebo vicekmenové s urcitou enzy-
matickou aktivitou (dusi¢nanreduktaza, katalaza, proteolytické a lipolytické enzymy) dle po-
zadovanych vlastnosti vysledného potravinového produktu. VétSina komeréné dodavanych
startovacich kultur pouzivanych pii vyrobé¢ trvanlivych FMV obsahuje kombinaci bakterii
rodu Lactobacillus, Pediococcus, Staphylococcus a Kocuria. Tyto kmeny jsou zodpovédné
za z&douci mikrobiologické reakce probihajici béhem fermentace. Kromé bakterii se jako
startovaci pouzivaji také plisn¢ Penicillium nalgiovense a Penicillium gladioli poskytujici
specifickou vini, chut’ a vzhled produktu. Z hlediska bezpecnosti potravinovych vyrobki je
velmi dilezitad produkce bakteriocini a kyseliny mlééné bakteriemi obsazenymi ve starto-
vaci kultufe. Za ochranné jsou povaZovany napft. Lactobacillus sakei produkujici bakteriocin
sakacin a Lactococcus lactis produkujici nisin. Oba bakteriociny inhibuji riist mnoha pato-

geni [22, 23, 24].
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4 METODY VYUZIVANE PRI SLEDOVANI MIKROBIOLOGICKE
DIVERZITY V POTRAVINACH

4.1 Kaultiva¢ni metody

Stanoveni mikroorganismu v potravindch se nej¢astéji provadi mikrobiologickymi kultivac-
nimi metodami. Kultivace probiha ve specialnich tekutych zivnych médiich nebo na pev-
nych plotnach obsahujicich Ziviny a ztuzujici agar. Pro uvedené typy kultivacnich médii jsou
pfedepsané metodiky stanoveni. Pozadavky na Ziviny maji jednotlivé mikroorganismy velmi
rozdilné. Pfirozena kultivaéni média obsahuji pouze ptirozené slozky (pepton, bujon, ma-
sovy extrakt, kvasni¢ny extrakt) poskytujici vSechny potiebné komponenty kultivovanym
mikroorganismim. Synteticka média jsou mineralni ¢i organicka. Dle ucelu kultivace rozli-
Sujeme nékolik typt médii. Zakladni (obecnd) se pouzivaji v ptipadé, kdy je tieba kultivovat
celou Skalu mikroorganismii. Diagnostickd média umoznuji rozeznavat rizné druhy mikro-
organismil na zaklad¢ pridavku specifickych chemickych latek, reagencii ¢i indikéatora pH.
Selektivni média obsahuji jednu ¢i vice latek brzdicich rast nezadouci mikroflory (zlucové
soli, azid sodny). Konfirma¢ni média (potvrzujici) jsou specificka média slouZzici pro potvr-

zeni vytvorené kolonie bakterii na selektivnim médiu [25].

Mikrobiologicka kritéria pro potraviny se fidi legislativnimi ptedpisy [13, 26]. Kultivacni
metody stanoveni konkrétnich mikroorganismi jsou popsany v ¢eskych statnich technic-
kych normach (CSN). Sledované mikroorganismy v mase a masnych vyrobcich a piislusné

CSN k jednotlivym kultivaénim metodam jsou uvedeny v tabulce &. 2.

Tabulka €. 2 : Vybrané skupiny mikroorganismu vyskytujici se v mase a pfislusné normy

pro jejich stanoveni

Celkové pocty mikroorganismi CSN ISO 2293

BMK CSN IS0 13721

Kvasinky a plisné CSN ISO 13681
Celed’ Enterobacteriaceae CSN ISO 21528-2

Pseudomonas spp. CSN ISO 13720

Brochotrix themosphacta CSN ISO 13722
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4.2 Molekularné biologické metody

Moderni metody umoziuji rychlejsi stanoveni mikroorganismti ve srovnani s klasickymi
kultivacnimi metodami. K metodam sledovani diverzity nejraznéjSich ekosystému patii be-
zesporu metody molekuldrni biologie zaloZené na studiu genetické informace. Zakladem je
ziskat nukleové kyseliny (DNA) z biologického materialu o piijatelné Cistoté a koncentraci.

K tomu slouzi metody izolace DNA [27].

Izolace DNA probiha za pouziti kombinace chemickych a fyzikalnich procest. Cely postup
je prizptsoben vychozi matrici. V prvnim kroku je dilezité rozrusit buné¢nou sténu lyzi po-
moci lyza¢nich roztoki a protedzy. V dal$im kroku se DNA separuje od proteinti a ostatnich
nezadoucich latek. Nasleduje konecné promyvani, zakoncentrovani, kontrola celistvosti a
meteni koncentrace DNA [28, 29]. Na trhu je k dispozici velké mnoZstvi komer¢nich kitii
ptizptusobenych k izolaci DNA z rznych vychozich materialt a pracujicich na riznych prin-
cipech. Nejrozsifengjsi je izolace pomoci gravitacnich silikatovych kolonek. Jedna se o rych-
lou a u¢innou metodu, kterd poskytuje DNA o dostatecné kvalité a Cistoté. V kolonce je
pfitomna matrix, na kterou se ptidand DNA navéze a centrifugaci kolonky se roztok bez
DNA odplavi pry¢. Matrix s navazanou DNA se promyje promyvacim roztokem. Naslednou
centrifugaci se promyvaci roztok odstrani. Po promyti se DNA z matrix vyvaze elu¢nim
pufrem a naslednou centrifugaci je odplavena do sbérné zkumavky [29, 30]. Celistvost zis-
kané DNA je kontrolovana elektroforeticky v agarézovém gelu. Cistota a koncentrace je
stanovena spektrofotometricky pti vinové délce 260 nm a 280 nm. Absorbance pii 260 nm
udavé koncentraci nukleovych kyselin a pfi 280 nm obsah koizolovanych proteind. Pomér
hodnot obou absorbanci 260/280 ndm poskytuje informaci o Cistoté neboli pfitomnosti pro-
teinti v roztoku DNA. Cista DNA obvykle vykazuje hodnotu tohoto poméru 1,8 —2,0 [31].
Koncentrace nukleovych kyselin mlize byt stanovena také fluorometricky. Tato metoda je
zaloZena na fluorescenci a je mnohem citlivéjsi nez spektrofotometrické stanoveni. Umoz-

fluje tedy kvantifikovat s velkou presnosti také vzorky malo koncentrované [32].

Molekularné biologické metody jsou postaveny na principu polymerazové fetézové reakce
(PCR) a znalosti charakteristické ¢asti genomu detekovaného mikroorganismu. Detekce ta-
kové sekvence ve zkoumaném materidlu indikuje pfitomnost konkrétniho mikroorganismu.
PCR je zaloZena na opakované replikaci vybraného useku urcitého genu. Tento usek je ohra-

nic¢en primery, coz jsou kratké fetézce DNA. K syntéze PCR produktu se vyuziva termosta-
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bilni DNA polymeraza a cely proces probiha v pfistroji termocykleru za ptresn¢ definova-
nych podminek danych slozenim PCR smési a teplotou tani (Tm) primert. Nize popsané faze

se behem procesu cyklicky opakuji [29, 30].

Denaturace — dochazi k rozruseni vodikovych mistkli v molekule DNA a rozvolnéni
dvousroubovice. Vznik jednovlaknové DNA je duilezity k nasednuti primert. Tento proces

probihé za vysokych teplot (nad 90 °C).

Nasednuti primera (annealing) — dochazi k nasednuti primerti na specifickd mista vlakna
DNA. Teplota se pfi tomto kroku snizi na Ty, primera (40 — 65 °C). Na misto nasednuti

primeru se zaroven vaze DNA polymeraza.

Elongace — tento krok zahrnuje syntézu DNA ve sméru od 5' konce k 3' konci. Vznikd kom-

plementarni vlakno k ptivodni molekule DNA [33].

PCR je vyuZivana v fadé¢ molekularné biologickych metod. Pro sledovani diverzity mikrof-

lory se nejcastéji pouzivaji modifikace uvedené v nésledujicich kapitolach.

4.2.1 Nahodna amplifikace polymorfni DNA (RAPD)

Metoda RAPD (randomly amplified polymorphic DNA) vyuziva jednoho ndhodného krat-
kého PCR primeru (kolem 10 bp), ktery za nepfili§ ptisnych podminek PCR dosedé na kom-
plementarni mista na izolované DNA. V pfipad¢, Ze tato mista nejsou daleko od sebe a jsou
na protilehlych fetézcich DNA, dojde k vytvoteni kratkého PCR produktu. Kazdému pii-
tomnému genomu pak odpovida n€kolik takovych amplikond. V porovnani s ostatnimi me-
todami nedavd RAPD pfilezitost k ziskdni mnoha taxonomickych informaci o slozeni stu-
dovaného spolecenstva. Lze ji vyuzit predevsim ke konstatovani zmén ve slozeni spolecen-
stva. Jedna se o jednoduchou, rychlou a pfedevsim levnou metodu bez zvlastnich narokti na

technické vybaveni [35, 36].

4.2.2 Polymorfismus délky restrikénich fragmenta (RFLP)

Technika RFLP (restriction fragment length polymorphism) byla prvni, kterd dosahla vy-
znamného roz$ifeni. Analyzovand DNA nebo PCR produkty jsou Stépeny specifickymi re-
strikénimi endonukleazami a vznika smés nékolika rizné dlouhych fragmenti. Ty jsou roz-
déleny pomoci elektroforézy v agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu. Pomoci RFLP
1ze od sebe odlisit dvé 1 vice ptfibuznych molekul DNA liSicich se v jednom ¢i vice parech

bazi (bp). Tyto odliSnosti se nazyvaji bodové mutace, inzerce, delece, inverze a translokace.
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Metoda RFLP sehrdla vyznamnou roli v mapovani genomi. Byla pouzita k vytvafeni prv-

nich genetickych fingerprintl a pouziva se do dnes [34].

4.2.3 Gelova elektroforéza v teplotnim/denaturaé¢nim gradientu

(TGGE/DGGE)

Jednou ze zakladnich tzv. fingerprintovych metod je DGGE nebo TGGE (denaturing
gradient gel electrophoresis nebo temperature gradient gel electrophoresis), gelova elektro-
foréza v denatura¢nim gradientu nebo gelova elektroforéza v teplotnim gradientu. Princip
téchto metod je vyuzivan nejen pro studium mikrobiologické diverzity ale také pro detekci
bodovych mutaci DNA (metoda je v principu schopna odlisit od sebe dvé sekvence lisici se

jednim parem nukleotidtr) [37, 38].

V roce 1993 publikoval G. Muyzer aplikaci DGGE na bakteridlni gen 16S rRNA spolu s pfi-
danim tzv. GC svorek [37]. 16S rRNA je gen kodujici ribozomalni RNA v malé ribozomalni
podjednotce (16S bakterii nebo 18S mikroskopickych hub). Diky velkému mnozstvi varia-
bilnich oblasti je tento gen oznacen za vynikajici univerzalni fylogeneticky marker, ktery

umoznuje identifikaci mikroorganizmu na urovni rodu az druhu [37, 38].

Princip obou metod (DGGE 1 TGGE) je shodny. PCR produkt migruje v polyakrylamido-
vém gelu s denaturaénim gradientem, ktery je bud’ chemicky (mocovina a formamid)
u DGGE, nebo teplotni v ptipadé TGGE. Ve skute¢nosti jde v obou piipadech o kombinaci
obou pfistupt. Denaturace je dosaZzeno kombinaci zvySené teploty a denaturacnich chemi-
kalii a rozdil spoc¢iva jen v tom, ¢im je tvofen vlastni gradient. U DGGE je to gradient che-
micky, gradient koncentrace moc€oviny a formamidu, kdy elektroforéza probiha za kon-
stantni zvySené teploty (65 °C), nebo gradient teplotni u TGGE, kdy je v gelu jednotna kon-
centrace formamidu a mocoviny. Zpoc¢atku molekuly DNA migruji gelem rychle. Se zvysu-
jicim se denatura¢nim gradientem ale dochazi k postupné denaturaci molekul DNA a oddé-
lovani fetézci DNA, coz snizuje rychlost jejich postupu gelem. Pribé¢h této denaturace je
specificky dle sekvence analyzované DNA, protoze vazby mezi guaninem a cytosinem (G a
C) denaturuji pomaleji nez vazby mezi adeninem a thyminem (A a T). V kone¢ném diisledku
by doslo k uplnému oddéleni dvouSroubovice DNA a vyplaveni rychle migrujici jednotetéz-
cové DNA z gelu, cemuz je zabranéno piitomnosti tzv. GC svorky. To je Gsek dlouhy zhruba
40 bp skladajici se vyhradné z G a C. Svorka je soucasti jednoho z primert, drzi oba fetézce

DNA u sebe a ma za nasledek uplné zastaveni postupu analyzované molekuly v gelu. Vy-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 28

sledkem je fada prouzk, tzv. fingerprint. Teoreticky kazdy mikrobidlni druh mé svou spe-
cifickou sekvenci a tomu odpovida specifickd poloha prouzku na gelu. Tedy kazdy prouzek
reprezentuje jeden mikrobialni druh. Jde vSak jen o teoreticky predpoklad, ktery ve vétsine
piipadl plati. Nicméné bylo prokazano, ze dva organismy mohou dat vzniknout prouzku se
stejnou polohou na gelu a jeden organismus muze (z divodu ptitomnosti vice kopii zkou-

maného genu) dat vzniknout vice prouzkiim [38].

DGGE je metoda vhodna ke studiu bakterialnich konsorcii, jejich dynamiky a srovnani. Jed-
notlivé bandy, které reprezentuji bakterialni druhy, mohou byt vyfezany a sekvenovany,
Tato metoda je tedy vhodna pro fylogenetickou analyzu a ptimou identifikaci mikroorga-

nismi [37, 38, 39].

DGGE ma nékolik omezeni. Nespecifické produkty PCR reakce mohou nadhodnotit bakte-
rialni diverzitu. Naopak fragmenty DNA s podobnym denaturacnim chovanim se v gelu za-
stavuji velmi blizko u sebe a nelze je tak od sebe vizualné odd¢lit, coz mize diverzitu pod-
hodnotit. Pokud je ve vzorku velké mnozstvi bakteridlnich druhii, mohou vysledné gely vy-
padat rozmazan¢ a jednotlivé bandy nejsou ostré. Mén¢ zastoupené bakterie a k nim pfi-
sluSné bandy nemusi byt viibec patrné. Délka sekvence, kterou 1ze pomoci DGGE separovat

je max. 1000 bp. coz snizuje piesnost taxonomického zatazeni [39].
Nejcastéjsi typy nespecifickych produkti:
Chiméry a heteroduplexy

V pribéhu PCR mize dojit k terminaci u amplikonu jesté pied tim nez je kompletné dokon-
¢en. V dalsim PCR cyklu se na nedokoncené vlakno mize navazat vldkno nové a vznikne
tak sekvence, kterd se na gelu oddéli do bandu. Sekvence je tedy kombinaci dvou riznych
organismil a nazyva se dle fecké mytologie chimérou. Heteroduplexy vznikaji ptimo rekom-

binaci dvou ssDNA pochdazejicich z riznych organismi ¢i chromozomi [47, 48].

Dimery

Dimery vznikaji z primert, které se diky své komplementarité bazi v pribéhu PCR spoji a
vytvoii tak samostatny fragment DNA o urcité sekvenci. Vhodné navrzené primery vznik
dimert eliminuji [49].

Dvojité a multi bandy

Pro vznik dvojitych bandi neexistuje jednoznacné vysvétleni. Tyto dvojité bandy se na

DGGE gelu vyskytuji vétsinou blizko u sebe, ale mohou byt od sebe také znacné vzdalené.
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I kdyz reprezentuji stejnou sekvenci, vykazuji rizné denaturacni chovani z divodu rizné
strukturni konformace produktti. Dal§im divodem muze byt, Ze n¢které druhy organismi

obsahuji n¢kolik kopii zkoumaného genu [50].

Navzdory limitiim této metody pfevazuji vyhody. Omezeni spojend s DGGE Ize velmi dobie

regulovat a to optimalizaci n¢kolika krokl v metodice.

4.2.4 Sekvenovani

Sekvenovanim se rozumi urceni sekvence (potadi) nukleotidi dané molekuly DNA. Ziskana
sekvence lze pouzit k identifikaci mikroorganismu pfitomného ve studovaném konsorciu.
Sekvence se porovna se sekvencemi DNA vSech mikroorganismu, které jsou ulozeny v ko-

mercénich nebo verejné dostupnych databazich [40, 41].

V zasad¢ 1ze rozdélit metody sekvenovani DNA na metody klasické a metody sekvenovani
nové generace. Nejrozsifenéjsi klasickou metodou je Sangerovo sekvenovani, které se v sou-
casné dob¢ provadi v kapilarovém provedeni na sekvenatorech. K jednotetézcové DNA pii-
sedd 15 — 25 bp dlouhy primer, ktery je komplementarni k zacatku sekvenovaného mista.
Od navazaného primeru probihd syntéza DNA za pfitomnosti fluorescenéné znace-
nych dideoxynukleotidi (ddNTP). Ke kazdému nukleotidu ptivodniho DNA templatu se pfi-
tfadi ptislusny ddNTP (ddATP, ddTTP, ddCTP, ddGTP) a protoze nemaji OH skupinu, syn-
téza se po navazani zastavi. Tak vznikd mnoZstvi rizné dlouhych fluorescenéné znacenych
fragmentu, které jsou analyzovany kapilarni elektroforézou v sekvenatoru. Vysledkem je

sekvenogram, ktery znazornuje potadi jednotlivych nukleotidii v pivodni DNA [40, 41].

Sekvenovani nové generace neboli Next Generation sekvenovani (NGS) v porovnani s kla-
sickymi metodami umoznuje piedev§im rychlou produkci velkého mnoZstvi osekvenova-
nych vzorki najednou. NGS vyuziva principu paralelizace procesu sekvenovani, ¢imz do-
chézi ke vzniku nékolika tisicti aZz milionli sekvenci soucasné. Pro NGS existuje fada riz-

nych technologii, pficemz kazda mtize byt vhodna jen k urcitym aplikacim [42, 43].

Pro studium mikrobialni diverzity pomoci NGS se vyuziva metagenomické analyza. V prv-
nim kroku je templatova DNA fragmentovana na Giseky nékolik set bp dlouhé. Konce ziska-
nych fragmentl jsou enzymatickou reakci zatupeny a napojeny k oligonukleotidim urcité
sekvence. Fragmenty jsou oddélené amplifikovany PCR reakci a nésledné paralelné sekve-

novany. Vysledkem jsou miliony sekvenci, které se musi utfidit a analyzovat [42, 43].
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Metagenomické studium mikrobialni diverzity pomoci NGS je v soucasné¢ dobé novym a
velmi efektivnim néstrojem pro identifikaci vSech druhi organismii v testovanych vzorcich

[42, 43, 54].
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I. PRAKTICKA CAST
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5 CILE PRACE

Hlavnim cilem prace bylo vyuziti modernich molekularné biologickych metod pro sledovani
mikrobiologické diverzity ve fermentovanych masnych vyrobcich vyrobenych klasickou a
QDS technologii. Metodou DGGE bylo sledovano zastoupeni mikroorganismti v jednotli-
vych vzorcich odebiranych po celou dobu zréni a skladovani vyrobki. Byl vytvofen DNA
fingerprint vSech vzorki a zastoupené mikroorganismy byly sekvenovany a identifikovany.
Diléi cile:
1. Vypracovani literarni reSerSe na téma technologie vyroby FMV, mikrobidlni diver-
zita FMV a metody vyuzivané ke sledovani diverzity mikroflory.
2. Kultivaéni stanoveni mikroorganismd.
3. Sledovani zastoupeni mikroorganismii metodou DGGE.
4. Optimalizace metody DGGE, Eliminace PCR artefaktt ovliviuyjicich naslednou
DGGE (nespecifické PCR produkty - heteroduplexy, chiméry, primer dimery).
5. Sekvenace a identifikace mikroorganismu.

6. Srovnani obou technologii vyroby z hlediska zastoupeni technologicky vyznamnych

ptipadné nezadoucich mikroorganismt.
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6 MATERIAL A METODY

6.1 Pouzité pristroje, pomiicky a chemické latky
6.1.1 Kultiva¢ni stanoveni

Ptistroje a pomtcky
- Sterilizator H+P Varioklav 135S (H+P Labortechnik AG, Némecko)
- Stomacher Lab Blender 400 (Seward, Velka Britanie)
- Inkubéator mikrobiologicky (Memmert, Némecko)
- CO2 Water Jacketed Incubator (Shel-lab, USA)
- Véhy 440-47 N d=0,01 g (KERN, Némecko)
- Hlubokomrazici box (Bio-Vendor, CR)
- Mikropipety (Biohit, Finsko)
- Laboratorni sklo — reagenéni lahve, odmérny valec, Petriho misky (Simax, CR)

- Ostatni — sterilni $picky, rukavice, plastové sacky, niz

Chemické latky a ptipravky

- 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)
- NaCl (Penta, CR)
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6.1.2 1Izolace DNA

Ptistroje a pomticky

- Véhy 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 po¢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 — k&dinky, 100 ml; pipety, 10 ml; reagencni ldhve, 250 ml (Simax,
CR)

- Ostatni pomucky: sterilni $picky; stojanek na zkumavky; nitrilové rukavice; skal-pel;
pinzeta; nluzky; sterilni géza; plynovy kahan; plastové sacky; sterilni mikroz-ku-

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

Chemickeé latky a ptipravky

- Etanol 70% (Sigma-Aldrich, USA)

- Sterilni destilovana voda

- Dodecylsulfat sodny (SDS) v Cistote pro molekuldrni 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)
- Tris-base (Sigma-Aldrich, USA)
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6.1.3 PCR

Ptistroje a pomtcky

- PCR box AURA PCRTM (BIOAIR, Italie)
- Termostat blokovy Bio TDB-100 (Biosan, USA)
- Vortex V-1 plus (Biosan, USA)

- Termocykler Aeris™ (ESCO, Singapur)

- MikrovInna trouba (Electrolux, Svédsko)

- Chladnicka s mrazicim boxem CSA34020 (BEKO, Turecko)

- Véhy KB d=0,01 g (KERN, Némecko)

- Elektroforeticka vana v¢. ptislusenstvi MultiSUB Mini (Consort, Belgie)

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

- Elektricky zdroj pro elektroforézu EV243 (Consort, Belgie)

- UV-Transiluminator InGeniusLHR (SYNGENE, Velka Britanie)

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

- Mikropipety (Eppendorf, Némecko)

- Laboratorni sklo — odmérné valce, Erlenmeyerova barika, reagen¢ni 1dhve (Simax,
CR)

- Ostatni pomticky: sterilni Spicky 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 indivi-
dudlnimi plochymi vicky, PP; stojanek na zkumavky; nitrilové rukavice; ko-vova

1zicka
Chemické latky a ptipravky

- Etanol 70% (Sigma-Aldrich, USA)
- Redestilovana voda pro molekularni biologii

- 1x TAE pufr (20 mM Tris-base, 10 mM acetat sodny, 0,5 mM EDTA, pH 7.4, vSe
Sigma-Aldrich, USA)

- Agardza SeaKem (Lonza, Svycarsko)

- Etidiumbromid 1:30 H20 (Sigma-Aldrich, USA)

- 100 bp DNA Ladder N3231L (Biolabs. Inc., New England)
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- GoTag® Hot Start Green MasterMix (Promega, USA)
- DNA Gel Loading Dye (6x) (Thermo Scientific, USA)
- Primery (Eastport — Metabion, CR)

Tabulka ¢. 3: Pouzité primery

FDI 5"AGAGTTTGATCCTGGCTCAG  Weisburg et al., 1991 [51]

RDI 5'"AAG GAG GTG ATC CAGCC  Weisburg et al., 1991 [51]
341F(GC)’ 5-CCTACGGGAGGCAGCAG Muyzer et al., 1993 [37]

907R 5-CCGTCAATTCMTTTGAGTTT Muyzer et al., 1993 [37]

*GC svorka — CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG [37]

6.14 DGGE
Ptistroje a pomiicky

- 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 magnetii 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 ktidélky

- Mikropipety Nichipet EX (NICHIRYO, Japonsko)

- 2 prostorné nadoby na barvici lazen
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- Laboratorni sklo — odmérné vélce; reagenc¢ni ldhve, 100ml; odpadni kéddinka (Simax,
CR)

- Ostatni pomticky: 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 jeh-

lou; kovova 1zicka; sterilni sklenéné kulicky; skalpel; ochranny Stit

Chemické latky a ptipravky

- Etanol 70% (Sigma-Aldrich, USA)

- Sterilni destilovana 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,IM kyselina octova, 0,05M EDTA Na,, vSe
Sigma-Aldrich, USA)

- Ix TAE pufr (40mM Tris-base, 20mM kyselina octovd,ImM EDTA Nay, vSe
Sigma-Aldrich, USA)

- Fluorescen¢ni barvivo GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, USA)

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

6.1.5 Purifikace PCR
Ptistroje a pomticky

- Centrifuga minispin plus (Eppendorf, Némecko)

- High Pure PCR Product Purification Kit (Roche, Svycarsko)

- Mikropipety Nichipet EX (NICHIRYO, Japonsko)

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

lové rukavice; stojanek na zkumavky
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6.2 Charakteristika vzorku

Vzorky FMV, konkrétné saldmy Paprikas, byly vyrobeny ¢eskou firmou zabyvajici se vyro-
bou masa a masnych vyrobkl. Dodany byly dvé Sarze salamii vyrobenych jednak klasickou
technologii a dvé Sarze salami vyrobenych technologii QDS (Tabulka €. 4). Déle byly do-
dany vzorky dila vsech Sarzi, vzorky kotfeni a komercni startovaci kultura v lyofilizované

formé.

Dilo 1 pro vyrobu salamii klasickou technologii se sklddalo z masa, sadla, standardni davky
koteni a specifické skladby sacharidt. Dilo 2 pro QDS technologii obsahovalo maso, sédlo,

vys$si davku kofeni a specifickou skladbu sacharidu.

Tabulka €. 4 : Technologie vyroby analyzovanych FMV

Dilo 1 Dilo 2
Propustny obal, zréni 3,5 dne Nepropustny obal, zrani 2,5 dne
Klasické suseni 21 — 24 dnil Zamrazeni
Tyce, platky Platkovani
Baleni (70 % CO2 + 30 % O3) QDS suseni
Skladovani Baleni (70 % CO2 + 30 % O»)
Skladovani

Salamy Paprikas byly dodavany a vzorkovany ve stanovenych intervalech postupné béhem
celé doby zrani a skladovani (Tabulka €. 5). Z kazdého vyrobku byly odebrany dva vzorky.
Prvni, ur¢eny k mikrobiologické analyze, byl zpracovan ihned. Druhy byl zmrazen a ucho-
van pii -70 °C pro nasledné molekularné biologické analyzy. VSechny analyzy byly prove-

deny v laboratofi mikrobiologie a molekularni biologie Ustavu ochrany Zivotniho prostiedi.
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Tabulka ¢&. 5 : Casovy harmonogram odbéru vzorkd

Den odbéru 0 2 3 16 23 R])

Klasicka vyroba

T21INQ 0
T22NQ 0
B2INQ

B22NQ

*Znaéeni vzorki: Typ_Dilo Sarze Obal Vyroba
Typ: T —ty€e, B — platky
Dilo: 1 nebo 2
Sarze: 1 nebo 2
Obal: P — propustny, N — nepropustny
Vyroba: K — klasickd, Q — QDS

6.3 Mikrobiologicka analyza

6.3.1 Priprava kultiva¢nich pid

K ptipravé médii byly pouzity komercné vyrobené jiz namichané praskové smeési.
PCA — Plate count agar (HiMedia)

M17 — M17 agar base (HiMedia)

MRS — Lactobcillus MRS agar (HiMedia)

MSA — Manitol Salt Agar (HiMedia)

ENDO — Endo Agar Base (HiMedia)

CHYGA — Chloramphenicol Yeast Glucose Agar (HiMedia)
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Praskové smési byly rozpustény v destilované vod¢ podle navodu vyrobce HiMedia Labo-
ratories. Rozpusténé piidy byly sterilizovany v autoklavu pti 121 °C po dobu 15 minut a

nasledné rozlity za aseptickych podminek do sterilnich Petriho misek.

6.3.2 Kaultiva¢ni stanoveni mikroorganismii

Pro kultivaéni stanoveni mikroorganizmu bylo odebirano 10 g vzorku dila, kofeni ¢i salamu
do sterilniho plastového sacku. Z ty¢i salamt byly odebrany vzorky ze tii vrstev dle obrazku
1. Navazka byla 10 x ziedéna sterilnim fyziologickym roztokem (9 g/l NaCl, Penta). Poté

byl obsah sa¢ku homogenizovan za pouZiti Stomacheru po dobu 2 minut.

Obrdazek 1: Odbér vzorkii u tyci salamu

Z homogenizované zékladni suspenze byla pfipravena desitkova fedici fada. Petriho misky
s prislusnymi pidami byly inokulovany 100 pl suspenze. Inokulace byla provedena roztérem
sterilnimi hokejkami. Pro kazdou sledovanou skupinu mikroorganizmi byly pouzity vzdy
tf1 po sob¢ jdouci fedéni kazdého vzorku, od kazdého fedéni byly inokulovany dvé plotny.
Ptehled sledovanych mikroorganismd, pfislusnych piid a podminky kultivace jsou popsany

v tabulce ¢&. 6.
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Tabulka €. 6: Kultiva¢ni stanoveni mikroorganismu

Pida Podminky kultivace

Celkové pocty CPM PCA 30 °C, 72 hod.
Laktobacily LAB MRS 30 °C, 72 hod. anaerobn¢
Koagulaza negativni stafylokoky CNS MSA 30 °C, 24 hod.
MIé¢né koky M17 30 °C, 72 hod.
Enterobakterie ENDO 37 °C, 24 hod.
Kvasinky a plisné CHYGA 3 — 5 dn, lab. teplota

6.3.3 Vyjadreni vysledku

Byl spocitan pocet kolonii vSech vykultivovanych mikroorganismi na jednotlivych padach.
Poté byla spocitdna hodnota CFU/g (colony forming units/g) dle nasledujiciho vzorce:

V= %C
~ Vd(nl+ 0,1n2)

Pro ptdy, u kterych bylo k dispozici pouze jedno fedéni MO, byl pouzit nasledujici vzorec:
XC/n
~Vd
2C - soucet kolonii spocitanych po identifikaci na vSech vybranych plotnach

nl - pocet ploten pouzitych pro vypocet z prvniho fedéni
n2 - pocet ploten pouzitych pro vypocet z druhého fedéni
d - prvni pro vypocet pouzité fedéni

V' - objem ockovaného vzorku
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6.4 Molekularné biologicka analyza

Ke studiu diverzity mikroorganismi ve FMV byla pouzita metoda DGGE. Jeji zdarné pro-
vedeni, vizualizace a interpretace vysledki zavisi na vSech souvisejicich krocich od izolace

DNA az po identifikaci mikroorganismu (obrazek 2).

lzolace DNA PCR Amplifikovana DNA

e ® = S

Buriky DNA /

—— Agarosova gelova
— elektroforéza
DGGE gel =
| - DGGE
Purifikace
Vyrezani bandi
, , Sekvenace
Nasledna PCR )
d > CTGAATCGTA

Obrazek 2: Schéma vsech krokit metody DGGE [46]

6.4.1 Izolace DNA
Izolace DNA z potravinovych vzorki

Salamy jsou z hlediska izolace DNA slozitou matrici. Maji vysoky obsah tuku, proteinti a
sacharidli, coz pfi nedostatecné separaci DNA mtiZe zpiisobit inhibice naslednych metod.
Proto bylo nutné cely postup izolace DNA optimalizovat. Metody optimalizace izolace DNA
nejsou predmeétem této prace. Zabyvali se jimi ve svych pracich Ing. Iveta Kalousovéa a Bc.

Lukas Bednaf [44, 45].

Pro izolaci DNA bylo vzdy pouzito 10 g salamu, dila ¢i kofeni a smichano se sterilni desti-
lovanou vodou v poméru 1:2. Z kazdé tyce byly odebirany dva vzorky, jeden z I. vrstvy
(okrajova vrstva) a druhy z III. vrstvy (stfed) dle obrazku 1. Z platki salamti byly odebirany
vzdy 3 platky a z nich pak odvazeno 10 g. VSechny takto pfipravené vzorky byly pfeneseny

do sterilniho plastového sacku. Obsah sacku byl homogenizovan za pouziti Stomacheru po
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dobu 2 minut a nasledné prefiltrovan pies sterilni gazu. Ziskany filtrat byl pouzit pro izolaci

DNA.

K izolaci DNA ze vzorkl saldmt, kofeni a dila byla pouzita komer¢ni souprava urcena pro
potraviny PowerFood® Microbial DNA Isolation Kit (MoBio). Izolace probihala nésle-

dovné:

1. Do 2ml zkumavky bylo pfidano 1,8 ml filtratu. Obsah zkumavky byl centrifugovan
pii 13 000 x g po dobu 1 minuty pii pokojové teploté. Supernatant byl odpipetovan
tak, aby na dn€¢ zkumavky zlstala jen peleta - mikrobidlni biomasa.

2. Bunécna peleta byla resuspendovana ve 450 ul lyzac¢niho pufru PF1, ktery byl pied
pouzitim zahtivan na 55 °C.

3. Resuspendované buiiky byly pfemistény do zkumavky obsahujici rozbijeci kulicky
a nasledné vortexovany v horizontalni poloze na vortexu Genie 2 po dobu 10 minut
pfi maximalni rychlosti. V tomto kroku doslo nejen k chemické lyzi, ale i k mecha-
nickému naruSeni bunécnych stén a k vyplaveni DNA do roztoku.

4. Vzorky byly centrifugovany 1 minutu pfi 13 000 x g. Supernatant obsahujici DNA
byl pfenesen do ¢isté 2ml zkumavky.

5. K supernatantu bylo ptidano 100 pl roztoku PF2, ktery umoznil vysraZeni neZadou-
cich zbytkti bun¢k. Smés byla kratce promichana na vortexu a nasledné inkubovana
5 minut pii 4 °C.

6. Smés byla centrifugovana 1 minutu pii 13 000 x g a pokojové teploté. Supernatant
obsahujici DNA byl pfenesen do ¢isté 2ml zkumavky.

7. Do zkumavky bylo pfidano 900 pl roztoku PF3 ktery diky vysokému obsahu soli
zpusobil vysrazeni DNA.

8. 650 ul smési bylo pteneseno do kolonky obsahujici kiemicitou membranu a centri-
fugovéano 1 minutu pfi 13 000 x g a pti pokojové teploté. Piefiltrovana tekutina byla
vylita. Do kolonky byl pfenesen zbytek smési, centrifugace byla opakovéna a filtrat
byl opét vylit. V tomto kroku doSlo k navazani DNA na membranu kolonky.
Vsechny kontaminujici slozky piesly do filtratu.

9. Kolonka se zachycenou DNA byla piemisténa do ¢isté 2ml zkumavky. Do kolonky
bylo pfidano 650 pl promyvaciho roztoku PF4. Obsah byl centrifugovan pti 13 000
x g po dobu 1 minuty.

10. Prefiltrovana tekutina byla ze zkumavky vylita. Do kolonky bylo ptidano 650 pl roz-
toku PF5. Obsah byl opét centrifugovan pii 13 000 g 1 minutu.
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11. Prefiltrovana tekutina byla ze zkumavky vylita. Kolonka byla centrifugovana bez

pfidani roztoku pfi 13 000 g 2 minuty, aby doslo k odstranéni veskerého promyva-

ciho roztoku PFS5.

12. Kolonka byla pfenesena do Cisté 2ml zkumavky a ptevrstvena 50 ul roztoku PF6,

ktery byl ptfed pouzitim zahtivan na 70 °C.

13. Zkumavka s kolonkou byla centrifugovana pti 13 000 x g po dobu 1 minuty. Tim

doslo k uvolnéni izolované DNA z membrany do pufru.

Izolace DNA ze startovaci kultury

Lyofilizovana startovaci kultura byla pomoci sterilni bakteriologické klicky prenesena do

sterilniho masopeptonového bujonu (pepton 5,0 g/1, chlorid sodny 5,0 g/, hovézi extrakt 1,5

g/1, kvasni¢ny extrakt 1,5 g/l, pH 7,4 £ 0,2, v§e HiMedia) a kultivovéna pfi laboratorni tep-

lot¢ po dobu 72 hodin. Po namnozZeni mikroorganisml byla ze suspenze izolovana DNA

pomoci komercni soupravy High Pure PCR Template Preparation Kit (ROCHE). Izolace

probihala nasledovné:

1.

Do mikrozkumavky bylo pfidano 1,5 ml suspenze bakteridlnich bunék. Suspenze
byla centrifugovana po dobu 5 minut pii 13 000 x g.

Supernatant byl odstranén a ve 200 pl PBS byla peleta bakterialnich buné€k resuspen-
dovana.

Do mikrozkumavky bylo pfidano 5 pl lysozymu (10 mg/ml v 10mM Tris-HCI,
Sigma-Aldrich) a smés byla inkubovana pfi teploté 37 °C po dobu 15 minut.

Ke vzorku bylo pfidano 200 pl Binding Buffer a 40 pl proteinazy K. Smés byla pro-
michana a inkubovéna pfi teploté 70 °C po dobu 10 minut.

Ke smési bylo ptidano 100 pl izopropanolu. Obsah mikrozkumavky byl dobte pro-
michan.

Smés byla pienesena do kolonky a centrifugovana 1 minutu pii 8 000 x g. Doslo
k navazani DNA na membranu kolonky.

Kolonka byla pfenesena do nové zkumavky. Do kolonky bylo ptidano 500 pl Inhi-
bitor Removal Buffer.

Vzorky byly centrifugovany 1 minutu pii 8000 x g.

Kolonka byla opét pienesena do nové zkumavky. Do kolonky bylo pfidano 500 ul
Wash Buffer.
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10. Vzorky byly centrifugovany 1 minutu pii 8 000 x g. Tento postup byl jesté jednou
opakovan. Prefiltrovand kapalina byla ze zkumavky vylita a celd filtracni sestava
byla znovu centrifugovéana 10 sekund pfi maximalni rychlosti.

11. Kolonka byla pfenesena do cisté sterilni 1,5 ml mikrozkumavky a do kolonky bylo
ptidano 30 pl Elution Buffer zahtatého na 70 °C.

12. Po 15 minutach inkubace pii laboratorni teploté byl vzorek centrifugovan 1 minutu

pii 8 000 x g. Doslo k uvolnéni DNA z membrany kolonky do pufru.

Koncentrace a ¢istota DNA vzorki salamt, dila, kofeni a kultury byla zmétena na spektro-
fotometru. Poté byla DNA uchovavana pii 4 °C a po ukonceni vSech molekularné biologic-

kych analyz byla zmrazena na -20 °C.
Kontrola koncentrace a ¢istoty DNA

Koncentrace a Cistota veSkeré izolované DNA byla ovétena na spektrofotometru TECAN

INFINITE 200 PRO pii vinové délce 260 a 280 nm.

1. Do dvanacti jamek desticky Nano Quant, kterd spada do prisluSenstvi ke spektrofo-
tometru, bylo pipetovano po 2 pl blanku (PF6 nebo Elution Buffer).

2. Byla zméfena absorbance

3. Desticka byla peclivé ociSténa a na misto blanku byly pipetovany vzorky DNA.

4. Opét byla zméfena absorbance a vygenerovana hodnota koncentrace v ng/ul a Cistoty
DNA. Cistota je ddna pomérem obsorbanci pii 260 a 280 nm. DNA, ktera neni zne-

¢isténd, ma hodnotu poméru 1,8 — 2,0.

6.4.2 Optimalizace polymerazové retézové reakce (PCR)

Pted samotnym provedenim DGGE je nutné DNA namnoZit pomoci PCR. Tato metoda vSak
muze vnést do vysledkti nékolik chyb, které se pti DGGE projevi faleSnymi signaly nebo
Spatnou citelnosti produktl DGGE. Jedna se ptedevsim o vznik nespecifickych produkti.
Jejich vyskyt Ize vyrazné omezit vhodnou upravou metodiky (napt. zvySenim teploty nase-

dani primerd, snizenim poctu cykll, snizenim koncentrace templatové DNA) [49, 50].

PCR byla provedena ve dvou krocich. Pro eliminaci PCR artefaktli byly oba kroky pozmé-
nény (bod 1 —4). Pivodni nepozménéné postupy popsali ve svych pracich Be. Lukas Bednar

a Ing. Iveta Kalousova [44, 45].

1. V prvnim kroku PCR byla zvySena teplota annealingu (nasedani primerti) na 62 °C.

Ta se kazdy dalsi cyklus snizovala o0 0,5 °C az na teplotu 57 °C (Touch Down PCR).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 46

2. Byla snizené koncentrace templatu. Do PCR reak¢ni smési byl pfidan 1 pl 10 x na-
fedéné DNA.

3. V druhém PCR kroku (Nested PCR) byl sniZen pocet cykli na 30.

4. V obou PCR krocich byl pouzit GoTaq® G2 Hot Start Green Master Mix (Promega),
ktery obsahuje vysoce specifickou DNA polymerdzu, kterd by méla eliminovat vy-
skyt PCR artefaktt.

Prvni krok PCR

Za cilové misto amplifikace byl zvolen bakteridlni gen 16S rRNA ktery obsahuje velké
mnozstvi variabilnich oblasti (obrazek 3). PCR byla provedena pomoci primerti FD1 RDI1 a

ziskany produkt byl dlouhy ptiblizné 1500 bp [51].

FD 1 1500 bp
W . W . R W W M W
W - I
{.—
RD 1

Obrazek 3: Usek 168 rRNA genu amplifikovany v prvnim PCR kroku

PCR probihala v reak¢éni smési o objemu 20 pl, jejiz slozeni je uvedeno v tabulce 7. Pouzity
GoTaq® Hot Start Green MasterMix (Promega) obsahoval DNA polymerazu, deoxynukle-
otidy (ANTP), MgCl a reakéni pufr. PCR smés byla pipetovana v PCR boxu. VSechny po-
uzité komponenty vcetné PCR plasti byly sterilni.

Tabulka €. 7: Slozeni reakéni smési pro prvni krok PCR

Objem [pl] Koncentrace

GoTaq® Hot Start Green Master Mix 10 2 x koncentrovany
Sterilni PCR voda 7
FD1 primer 1 20 uM
FD2 primer 1 20 uM
DNA 1 10 x zfedéna

20
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Samotna PCR probihala v termocykleru za pouziti programu Touch Down (tabulka 8). Pod-
statou této metody je postupné snizovani teploty annealingu. Po¢atecni vysoka teplota brani
amplifikaci nespecifickych sekvenci molekuly DNA. ZvySuje se tedy pravdépodobnost am-

plifikace pozadované sekvence.

Tabulka €. 8: Touch Down PCR program

Teplota [°C] Cas [min] Pocet cykla

Denaturace
Annealing - 0,5°C
Elongace v kazdém cyklu
Denaturace
Annealing
Elongace

Zavérecna elongace

Druhy krok PCR

Druha PCR, tzv. nested PCR, byla provedena pomoci primerti 341F (GC) a 907R [37, 52].
Jedna se o naslednou PCR, kde je pouzit produkt z prvni reakce jako templat. Vysledkem
druhé amplifikace byl PCR produkt dlouhy 560 bp (obrazek 4).

JAFGC) 560D
(GC) P

=881

907 R

Obrazek 4: usek 16S rRNA genu amplifikovany ve druhém PCR kroku

2+
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Reakéni smés byla smichana v PCR boxu. VSechny pouzité komponenty byly sterilni. Slo-

zeni smési pro druhy krok PCR je uvedeno v tabulce 9.
Tabulka €. 9: SloZeni reakéni smési pro druhy krok PCR

Objem [pl] Koncentrace

GoTaq® Hot Start Green Master Mix 10 2 x koncentrovany
Sterilni PCR voda 7
341 F (GC) primer 1 20 uM
907 R primer 1 20 uM
PCR produkt prvni reakce 1

celkem 20

PCR probihala v termocykleru za pouziti upraveného programu Nested PCR. Pocet cykli
byl sniZen na 30 (tabulka ¢. 10).

Tabulka €. 10: Nested PCR program

Teplota [°C] Cas [min] Pocet cykla

Pocateéni denaturace 95 3

Denaturace
Annealing

Elongace

Uspésnost provedené PCR, specifita a délka produkti byla zkontrolovana elektroforeticky.

6.4.3 Elektroforeticka separace PCR produktii
Elektroforetické kontrola produktd probihala v 1 % agarézovém gelu.

1. Do Erlenmayerovy barky bylo navazeno vypocitané mnozstvi agar6zy (Lonza).
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2.

10.

K agardze byl piidan 1x koncentrovany TAE pufr (50 x TAE: 2 M Tris, 0,05 M
EDTA Nay, 1 M kyselina octova, vSe Sigma-Aldrich).

Sm¢és byla v mikrovinné troubé piivedena k varu a rozpusténa.

Ciry agar se mirné ochladil a poté k nému byl p¥idan ethidium-bromid (toxické in-
terkalacni Cinidlo, které po navazadni na DNA umoziuje jeji vizualizaci, Sigma-Al-
drich).

Agar byl vylit do horizontalni aparatury s hiebinkem.

Po zatuhnuti byl hiebinek odstranén a agar vlozen do elektroforetické vany s 1x kon-
centrovanym TAE pufrem.

Do jamek v gelu, které byly k dispozici po vyjmuti hiebinku, bylo naneseno 5 pl
PCR produktu a 5 pl srovnavaciho markeru (100 bp DNA Ladder, Biolabs)
Elektroforetickd vana byla zapojena do zdroje elektrického napéti, na kterém bylo
nastaveno 90 V.

Elektroforetickd separace trvala 20 minut.

Poté byl gel umistén do transiluminatoru a pod UV svétlem, pomoci fotodokumen-

ta¢niho systému GeneSnap, pozorovan a zdokumentovan.

6.4.4 Optimalizace DGGE

Pokud je ve studovaném vzorku piitomno velké mnozstvi bakteridlnich druhti, vysledny

DGGE gel mize vypadat rozmazané a jednotlivé bandy nejsou ostré nebo také nemusi byt

vidét viibec. Na gelu je namisto separovanych banda necitelny shluk (smear). Proto je nutné

nékteré kroky v metodice optimalizovat.

Pro dosazeni co nejlepsiho rozliSeni, intenzity signdlu a separace bandu, bylo vyzkouseno

nékolik moznosti.

1.

Byly otestovany tfi koncentracni gradienty denaturacnich ¢inidel 20 % a 80 %, 30 %
a 70 %, 40 % a 60% v polyakrylamidovém gelu.

Pro zvyseni intenzity signald byly vyzkouSeny tfi objemy davkovani PCR produkti
dogeluato5pul,8 ulal2 pl

. Byla otestovana rtiznd kombinace napéti a asu elektroforézy a to tak, Ze elektrofo-

reticka separace probihala pii 150 V 420 minut, 90 V 900 minut a 120 V 900 minut.

Sestaveni aparatury, priprava gelu a elektroforéza

1.

Pted pouzitim byly vSechny komponenty sklenéné aparatury omyty etanolem.
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2.

3.

4,

Aparatura se skladdala ze dvou k sob¢ ptiléhajicich skel, mezi kterymi bylo umisténo
gumové tésnéni a dva spacery k zajisténi mezery pro gel.

Skla byly k sobé pfipevnény ze vSech stran n¢kolika sponami (obrazek 5).

Obrdazek 5: Aparatura pro gel

Gel byl pripraven ze dvou zasobnich denatura¢nich roztokd, které mély riznou kon-
centraci denaturacnich Cinidel. Po otestovani tfi kombinaci byly pouzity roztoky po-
skytujici gel s nejlepsim rozliSenim, a to o koncentraci 30% a 70 %. Slozeni roztokti

je uvedeno v tabulce €. 11.

Tabulka €. 11: SloZeni denaturac¢nich roztokti na 100 ml objemu [53]

0% 20% 30% 40% 50% 60% 70% B0% 90% 100%

40% Acrylamide/Bis (ml) 188 188 188 188 188 188 188 188 188 188

50x TAE Buffer (ml) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Formamide (ml) 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40
Urea (g) 42 84 126 168 21 252 294 336 378 42

K denatura¢nim roztokiim o objemu 15 ml byly pfidany polymeracni ¢inidla amo-
nium persulfat (10 %) 104,4 ul a TEMED 6,5 ul (Sigma-Aldrich).

Oba roztoky byly promichany a nality do tzv. markeru gradientu, ktery je soucasti
plniciho systému a ktery zajiStuje koncentrani gradient denaturacnich cinidel
v gelu.

Sestaveni plniciho systému a propojeni s aparaturou bylo provedeno dle obrazku 6.
Po zapnuti michadla, mini peristaltické pumpy a po otevieni ventili byla aparatura

naplnéna polyakrylamidovym gelem ktery polymeroval jednu hodinu.
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Obrazek 6: Plnici system gelu (marker gradient, mini peristalticka pumpa

a gelova aparatura)[53]

9. Po ukonceni polymerace byla aparatura s gelem vloZzena do DGGE pfistroje, ktery
byl naplnén 1 x koncentrovanym TAE pufrem (slozZeni: kapitola 6.4.3).

10. Do gelu bylo nadavkovano 8 pl PCR produktu a stejné mnoZzstvi srovnavaciho mar-
keru (100 bp DNA Ladder, Biolabs).

11. DGGE probihala pti napéti 90 V po dobu 900 minut.

12. Po ukonceni elektroforézy byl gel opatrn€ vyndan z aparatury a premistén do barvici
lazné s interkalacnim barvivem GelRed (Biotium). Barvici lazen obsahovala 350 ml
1x koncentrovaného TAE puftru (slozZeni: kapitola 6.4.3) a 35 ul barviva.

13. Barveni probihalo za mirného ttepani 400 rpm v tiepacce jednu hodinu.

14. Po obarveni byl gel pfemistén do transiluminatoru. Byl vizualizovan pod UV svétlem

a pomoci fotodokumenta¢niho systému GeneSnap vyfotografovan.

6.4.5 Reamplifikace produkti DGGE

Aby mohla byt provedena sekvenace a identifikace bakteridlnich druhii, musely byt jednot-

livé bandy z gelu vyfiznuty, reamplifikovany a purifikovany.

1. Vybrané bandy byly z gelu vyfiznuty skalpelem a pieneseny do sterilnich 1,5 ml

mikrozkumavek s 200 pl sterilni vody pro PCR a sterilnimi sklenénymi kulickami.
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2.

Obsah zkumavek byl kratce promichan na vortexu. Poté byly vzorky inkubovény pii
4 °C do druhého dne pro umoznéni difuze DNA z gelu do kapalné faze.
Reamplifikace byla provedena za stejnych podminek jako druhy krok PCR (kapitola
6.4.2) s tim rozdilem Ze primer 341 F byl pouzit bez GC svorky a jako templat byl
pfidan 1 ul DNA z gelu.

Po skonceni PCR programu byly vzorky elektroforeticky separovany na 2 % agaro-

zovém gelu (kapitola 6.4.3) a vyfiznuty.

6.4.6 Purifikace PCR produktii z agarézového gelu

Vzorky byly purifikovany od potencionalnich inhibitort sekvena¢ni reakce. Pro purifikaci

vytiznutych produktd z gelu byla pouzita komer¢ni souprava High Pure PCR Product Purifi-

cation Kit (ROCHE).

1. PCR produkt vyfiznuty z gelu byl dan do 1,5 ml mikrozkumavky.

2. K produktu bylo ptidano 300 pl Binding Bufferu. Smés byla promichéana a inkubo-
vana pii 56 °C dokud nedoslo k Giplnému rozpusténi agardzy.

3. Ke vzorku bylo pfiddno 150 ul isopropanolu a smés byla promichana na vortexu.

4. Cely objem byl ptepipetovan do kolonky se silikditovou membranou a centrifugovan
30 sekund pti 13 000 x g. Doslo k navazani DNA na membranu a protekly roztok byl
odstranén.

5. Do kolonky bylo pfidano 500 pul Wash Bufferu a vSe bylo centrifugovano 1 minutu
pi1 13 000 x g.

6. Protekla frakce byla odstranéna a do kolonky bylo pfidano 200 pul Wash Bufferu. Ve
bylo opét centrifugovano 1 minutu pii 13 000 x g.

7. Kolonka byla dana do nové sterilni 1,5 ml zkumavky a membrana byla prevrstvena
30 pl Elution Bufferu, ktery byl pfed pouzitim zahiivan na 70 °C.

8. VSe bylo op¢t centrifugovano 1 minutu pii 13 000 x g a nasledné doslo k uvolnéni

DNA z membrany do pufru.

6.4.7 Sekvenace a identifikace mikroorganismii

Purifikované PCR produkty byly smichany s pfisluSnym primerem dle tabulky ¢. 12 av PCR

zkumavkach byly odeslany na sekvenaci do firmy SEQme s.r.o.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 53

Tabulka ¢. 12: Ptiprava vzorkl na sekvenaci

7,75 netfedény
:

Zjisténé nukleotidové sekvence DGGE produktl byly porovnany se zndmymi sekvencemi

bakterii v databazi BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Tento program vyhledal
v databazi nejvice podobné sekvence DNA konkrétnich bakterii k vlozené neznamé sekvenci

a zaroven urcil spolehlivost identifikace (identifika¢ni skore).
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7  VYSLEDKY A DISKUSE

7.1 Mikrobiologicka analyza

Vzorky salamil (ty¢i a platkl vyrobenych dvéma technologiemi), dila a koteni byly mikro-
biologicky otestovany. Vysledky byly zpracovany v programu MS Excel. VSechny hodnoty
CFU/g byly zlogaritmovany pro lepsi vizualizaci.

Priméarnim zdrojem mikroorganismi ve FMV jsou vstupni suroviny [54]. Proto bylo mikro-
biologicky otestovano dilo a kofeni pouzité pro vyrobu FMV. Dle tabulky 13 lze fici, ze
vstupni suroviny obsahovaly vysoké pocty mikroorganismt rodu Lactobacillus, Lacto-
coccus, Staphylococcus ale také nezadoucich bakterii z Celedi Enterobacteriaceae. Z diivodu
mnozeni nezadouci mikrofléry a tvorby latek negativné ovliviiuyjicich vlastnosti vyrobku se

pfi vyrobé saldmu pouzila startovaci kultura.

Tabulka €. 13: Mikrobiologicky rozbor vstupnich surovin (log CFU/g)

6,08 4,30 6,11 4,83 4,31 4,72
5,32 4,18 5,48 4,79 3,36 3,81
6,48 5,66 5,75 6,24 3,40 4,13
5,81 4,49 5,75 5,10 4,51 4,46
5,11 nestanoveno 5,67 4,96 3,30 <1
5,43 nestanoveno 5,57 4,96 2,44 <1

*11,12,21,22 dilo
*K - koreni klasicka vyroba

*Q - koreni vyroba QDS

Béhem fermentace, zrani a skladovani byly enterobakterie postupné redukovéany a nakonec
usmrceny. Vysledky mikrobiologické analyzy ukézaly, ze u vyrobenych salamti doslo k tpl-
nému usmrceni jiz do 23. dne zrani. U zadného vyrobku na konci doby zrani a skladovani
nebyly zivotaschopné enterobakterie detekovany. To bylo zpiisobeno vysokou aktivitou pfi-

tomnych bakterii mlé¢né¢ho kvaseni (BMK) a rychlym okyselenim prosttedi.
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Kvasinky a plisné detekované v dile byly usmrceny jiz prvni dny zrani. Nevyskytovaly se

u zadného finalniho produktu.

Pokud by doslo k vyrobé bez ptidani startovaci kultury, bylo by zde riziko naruseni zdravotni
nezavadnosti vyrobkl z divodu vysokého obsahu enterobakterii v dile. Vyvoj BMK a

tvorba neptiznivych podminek pro enterobakterie by byly pomalejsi [23].

Celkové pocty mezofilnich aerobnich a fakultativné anaerobnich bakterii (CPM) se v pri-
behu zrani a skladovéani vyznamné ménily. V kone¢ném dusledku se po¢ty CPM na zacatku
a na konci sledovaného obdobi pfili§ neliSily. Byly zaznamenany rozdily CPM mezi jednot-
livymi vrstvami u ty¢i salamt (obrazek 7). K nejvétsim zmeéndm dochazelo u II. a II1. vrstvy.
U II. vrstvy doslo k prudkému nartistu CPM uz druhy den zrani a to az o tfi fady. Poté CPM
klesal. U III. vrstvy dochéazelo ke zvySovani CPM pozvolna. Nevétsi narlist byl zaznamenéan
30. den zrani. Nejmensi rozdily v aktivité mikroorganismil probihaly v L. vrstvé. To mohlo
byt zptsobeno nizkou aktivitou vody a nejméné pfiznivymi podminkami pro mnozeni mi-

kroorganismil v povrchovych vrstvach ty¢i saldma [5, 8].

8,5
7,5
6,5 — —

5,5

log CFU/g
[e)]

4,5

0 2 23 30 42 49 63
den zrani

[Jvrstva | M vrstva ll vrstva lll

Obrazek 7: Vyvoj CPM v ruznych vrstvach tyci salamu vyrobeného klasickou technologii

béhem zrani a skladovani.
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Rozdily v CPM u platka vyrobenych klasickou vyrobou a QDS vyrobou jsou znazornény na
obrazku 8. U salam vyrobenych klasickou cestou se CPM od prvniho dne zrani rychle sni-
zovaly. U QDS tomu tak nebylo. CPM se béhem celé doby zrani vyraznéji neménily. Ko-
necné hodnoty se u obou technologii vyroby od sebe lisily témét o dva fady, pfitom poca-

te¢ni hodnoty byly obdobné.
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Obrazek 8: Vyvoj CPM u platkii vyrobenych klasickou a QDS metodou.
BI11PK, BI2PK — platky klasicka vyroba
B2INQ, B22NQ — platky QDS vyroba

Vyvoj mléénych kokl v jednotlivych vrstvach u ty¢i je zndzornén na obrazku 9. Pocty mi-
kroorganismil se v jednotlivych vrstvach lisily. Od pocatku pocet mlécnych kokti prudce
rostl a to nejvice ve druhé vrstvé. Hodnoty se zvySily az o Ctyfi fady, poté zacaly klesat.
V prvni povrchové vrstvé dochazelo k naristu velmi pozvolna. Tticaty den zrani hodnoty
prvni vrstvy dosahly maximum, které bylo o jeden tad niz$i nez u vrstev ostatnich. Po ukon-

¢eni zrani byly pocty mlécnych kokl vyssi nez na pocatku zrani a skladovani.
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Obrazek 9: Vyvoj mlécnych kokii v ruznych vrstvach tyci salamii vyrobenych klasickou

technologii behem doby zrani a skladovani.
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Obrazek 10: Vyvoj mlecnych kokut u platki vyrobenych klasickou a QDS metodou.

B11PK, BI2PK — platky klasicka vyroba
B2INQ, B22NQ — platky QDS vyroba
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Rozdily pocti mlécnych kokt u platka vyrobenych klasickou a QDS vyrobou jsou znazor-
nény na obrazku 10. U vSech vyrobkl dochézelo k pozvolnému zvySovani poctli mléénych
kokti az do 28. dne zrani. Maximalni hodnoty se od pocatecnich lisily o dva fady. Od dva-
catého osmého dne pocet mlécnych kokt klesal. U obou typti vyroby byl na konci doby zrani
pocet zivotaschopnych mlécnych kokti o zhruba jeden ad vyssi nez na zacatku. Vzhledem
k pocateénim a kone¢nym hodnotdm, nebyl zaznamendn mezi obéma technologiemi vy-

razny rozdil.

9,5
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Obrazek 11: Vyvoj laktobacilii v ruznych vrstvach tyci salamu vyrobenych klasickou tech-

nologii behem doby zrani a skladovani.

Vyvoj laktobacilti (LAB) v jednotlivych vrstvach u ty¢i je zndzornén na obrazku 11. Jejich
pocty se mezi vrstvami po celou dobu pfili$ nelisily. Od zacatku pocet LAB prudce rostl a
jiz druhy den doséhl maximalni hodnoty, ktera se zvysila o ¢tyfi fady. Od druhého dne pocet
LAB pozvolna klesal. V I. okrajové vrstvé byl pokles nejstrméjsi. Posledni den zréni byly
hodnoty I. vrstvy o ptl fadu nizsi nez na pocatku. Ve II. a III. sttedové vrstvé byly pocty

o pul fadu vyssi.
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Obrazek 12: Vyvoj laktobacilui u platkii vyrobenych klasickou a QDS metodou.
BI11PK, BI2PK — platky klasicka vyroba
B2INQ, B22NQ — platky QDS vyroba

Rozdily v poctu LAB u platkli vyrobenych klasickou a QDS vyrobou jsou zndzornény na
obrazku 12. U salamii vyrobenych klasickou cestou se pocet LAB od prvniho dne zrani
rychle zvySoval a uz sedmy den dosahl svého maxima. Od tficatého dne pocet LAB prudce
klesal. U QDS tomu tak nebylo. Pocet LAB do sedmého dne mirné poklesl, ale pak zacal
rist. Maximalni pocty byly u QDS platkd dosazeny kolem 30. dne a zlstaly vysoké aZ do

konce doby zrani a skladovani.
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Obrazek 13: Vyvoj CNS u platkii vyrobenych klasickou a QDS metodou.
BI11PK, BI2PK — platky klasicka vyroba
B2INQ, B22NQ — platky QDS vyroba

Vyvoj koagulaza negativnich stafylokokti (CNS) je zndzornén na obrazku 13. Po celou dobu
zrani a skladovéni se hodnoty poc¢tli CNS drZely na vice méné srovnatelné urovni a to jak
u ty¢i tak 1 platkd. Hodnoty se pohybovaly v rozmezi 4,5 — 5,5 log CFU/g. U platka vyrobe-
nych klasickou cestou se po¢ty CNS celou dobu zrani mirné snizovaly. Hodnoty u platkd

vyrobenych QDS metodou se spiSe neménily (obrazek 13).

Béhem celé doby zrani a skladovani byly LAB a mlécné koky dominantni skupinou mikro-
organismu. U klasicky vyrobenych salami byly dosaZzeny maximalni hodnoty jizZ béhem prv-
nich dni zrani. LAB dosahly poc¢tu 8 — 9 log CFU/g a mlé¢né koky 8 — 9,5 log CFU/g. Tyto
hodnoty jsou srovnatelné s publikovanymi hodnotami jinych FMV [23, 24, 55]. Pokles zi-
votaschopnosti mlénych kokti a LAB pozorovany u salami z klasické vyroby je béznou
reakci mikroorganismul na nepiiznivé zivotni podminky. Ty byly zplisobeny predev§im vy-
cerpanim Zivin béhem dlouhé doby zrani a skladovani, nahromadénim metabolitd, poklesem
laktobacila a laktokokti byl zaznamendn u I. povrchové vrstvy u ty¢i salami. To bylo zpt-

sobeno predevs§im nizkou aktivitou vody v diisledku suseni a aerobnim prostiedim [5, 8].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 61

Hodnoty poc¢ti mikroorganismi kone¢nych produkti vyrobenych klasickou cestou se pohy-
bovaly v rozmezi 3,5 — 4,5 log CFU/gu LAB a 4,5 — 7,0 log CFU/g u mléénych kokt. Hod-
noty mikroorganismiit u FMV vyrobenych QDS metodou se od dosazeného maxima do
konce zrani ptili§ neménily. U LAB se pohybovaly v rozmezi 7,9 — 8,3 log CFU/g, u mléc-
nych kokt 7,8 — 7,9 log CFU/g. Doba celého procesu vyroby je u QDS technologie pod-
statn¢ zkracena. To zna¢né ovlivituje zivotaschopnost mikroorganismi a celkové pocty na

konci doby zrani a skladovani [10, 11].
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7.2 Molekularné biologicka analyza

7.2.1 PCR

Pro eliminaci PCR artefaktt, které by mohly ovlivnit ndslednou DGGE, byl pozménén po-
stup amplifikace tisekti genu 16S rRNA (kapitola 6.4.2). V prvnim kroku prob¢hla amplifi-
kace PCR produkti pomoci primerid FD1 a RD1 (obrazek 14). V druhém kroku byly ampli-
fikovany PCR produkty pomoci primerti 341FGC a 907R (obrazek 15).

- e e e Ty e T e e o

Obrdazek 14: Prvni krok PCR amplifikace pomoci primerii FDI1 a RDI
drdaha 1 — marker, draha 2 az 11 —vzorky BI11PK a B2INQ v riiznych dnech odberu,

draha 12 — negativni kontrola

6 7 8 9 10 11

Obrazek 15: Druhy krok PCR amplifikace pomoci primerii 341FGC a 907 R
draha 1 a 11 — marker, draha 2 — negativni kontrola, draha 3 — 10 vzorky B11PK a
BI2NQ v riiznych dnech odbéru

Vsechny PCR produkty mély pozadovanou délku, byly dostate¢n¢ intenzivni, bez jakychko-
liv viditelnych nespecifickych bandi.
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7.2.2 DGGE

Pro dosazeni co nejlepsiho rozliSeni, intenzity signalu a separace bandu byly otestovany tfi
koncentracni gradienty denaturacnich ¢inidel, tfi objemy davkovani vzorkl a riizné kombi-
nace napéti a Casu elektroforézy (kapitola 6.4.4). Byly vybrany parametry poskytujici nej-
lepsi vysledky. Nasledujici DGGE gely byly provedeny s koncentracnim gradientem dena-
turacnich ¢inidel 30 % a 70 %. Do gelu bylo nadavkovéno 8 pl kazdého vzorku. Elektrofo-
réza probihala pii 90 V 900 minut.

L P IEEEE T

T11PK
23 23 30 30 42 42 49 49 63 63
nm. 1 OL 1 1L L m L 1L

Obrazek 16: DGGE gel 1 — mikroflora vzorkii tycovych salamii T11PK
draha 3 az 63 — den odbeéru, 1. — vrstva I, III. — vrstva Ill, D11 —dilo 11, D21 — dilo 21,

K — koreni klasicka vyroba, SK — startovaci kultura, signal 1 az 20 — viz. tabulka 11

Na DGGE gelu 1 (obrazek 16) jsou vidét signaly znazornujici mikrofloru vzorkl ty¢ovych

salamt T11PK odebiranych v pribéhu celé doby zrani a skladovani (3. — 63. den). Mezi
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jednotlivymi odbéry neni velky rozdil v intenzit€¢ a poctu signali. Pouze na zacatku zrani
jsou nékteré signaly slabsi a to hlavné u vzorkt z 1. vrstvy. To odpovida vysledkiim mikro-
biologické analyzy, kde byly zaznamenany podstatné rozdily v po¢tech mikroorganismt

mezi vrstvami v dusledku riznych podminek pro jejich rast (kapitola 7.1).

U vzorkt ty¢i salamti vyrobenych klasickou cestou se podafilo separovat pomoci DGGE a
nasledn¢ identifikovat ¢trnact signalt (Obrazek 16). Kazdy signal byl sekvenovan a identi-
fikovan. VSem bylo pfifazeno cCislo a nazev mikroorganismu (tabulka ¢. 14). Nejvétsi za-
stoupeni mély laktobacily. Byly to hlavné druhy Lactobacillus sakei (signal 2, 3, 9) a Lacto-
bacillus curvatus (signal 1, 4, 7, 11, 15) pochézejici jak ze startovaci kultury, tak z dila a
koteni (obrazek 16). Tyto bakterie se Casto vyuzivaji jako startovaci kultura pro své acidifi-
kacni, proteolytické, antimikrobialni a probiotické vlastnosti [23]. Krom¢ jiz jmenovanych
dominantnich druh@ se podafilo identifikovat také méné zastoupené druhy Lactobacillus
delbrueckii (signal 10), Lactobacillus fuchuensis (signal 14) a Lactobacillus graminis (sig-
nal 8). VSechny zminéné laktobacily se pfirozené€ vyskytuji v mase. Lactobacillus fuchuensis
byl popsan teprve v roce 2002. Byl izolovéan z vakuové baleného hovéziho masa [57]. Co
se ty¢e mlécnych koki, byl identifikovan pouze jeden druh, a to Lactococcus lactis (signél
5). Dle pozice signalu na gelu pochazel pouze z dila (obrazek 16). Jako ostatni bakterie mléc-
ného kvaSeni je Lactococcus lactis Zadany pii vyrobé FMV. Kromé jeho uplatnéni pii fer-
mentaci, je vyuzivan jako producent bakteriocinu nisinu [16, 23]. Dal§i vyznamnou identi-
fikovanou skupinou byly bakterie rodu Staphylococcus. Nebyly v§ak zdaleka tak dominantni
jako laktobacily, coZ potvrdila intenzita a etnost identifikovanych signalt a také mikrobio-
logické analyza. Identifikovany druh Staphylococcus carnosus (signal 6) se béZn¢ pouziva
jako startovaci kultura u FMV diky aktivité dusi¢nanreduktazy, lipazy a protedzy [16, 22,
23]. Dalsi identifikovany druh Staphylococcus condimenti (signal 13, 18) ma také potencial
byt vyuzivan jako startovaci kultura pro vyrobu FMV. Nicméné, byl zminén v nékolika kli-
nickych studiich a byly vzneseny obavy s ohledem na bezpecnost tohoto druhu pro pouziti
pii vyrobé potravin [56]. Dle DGGE gelu (obrazek 16) oba druhy identifikovanych stafylo-

kokt pochazely ze startovaci kultury, dila i kofeni.
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Tabulka €. 14: Identifikace mikroorganismu pfitomnych ve studovanych FMV

Signal na gelu Nézev mikroorganismu
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus sakei
Lactobacillus sakei
Lactobacillus curvatus
Lactococcus Lactis
Staphylococcus carnosus
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus graminis
Lactobacillus sakei
Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus curvatus
Brochothrix thermosphacta
Staphylococcus condimenti
Lactobacillus Fuchuensis
Lactobacillus curvatus
Pseudomonas aeruginosa
Enterococcus faecium
Staphylococcus condimenti
Brochothrix thermosphacta

Bacillus spp.

N
I
I

Identifikac¢ni skore [%]
99
98
99
99
98
99
99
97
98
97
98
99
97
98
96
98
96
98
99

98
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Obrazek 17: DGGE gel 2 — mikroflora vzorku platkovych salamit B2INQ a B11PK
draha 0 az 42 — den odberu, D11 —dilo 11, D21 — dilo 21,
O — koreni QDS vyroba, SK — startovaci kultura, signal 1 az 20 — viz. tabulka 11

Na DGGE gelu 2 (obrazek 17) jsou vidét signaly zndzornujici mikrofloéru vzorka platkovych
salaml vyrobenych jak klasickou, tak QDS metodou, odebiranych po celou dobu zréni a
skladovani (0. — 42. den). Mezi intenzitou a poctem signali u jednotlivych vzorktl nejsou

bohuzel viditelné rozdily.

Metodou DGGE se podarilo separovat a nasledné sekvenovat a identifikovat dvanact signalii
u platkd vyrobenych jak klasickou, tak QDS cestou (obrazek 17). VSem bylo ptifazeno ¢islo
a nazev mikroorganismu (tabulka ¢. 14). Na rozdil od ty¢ovych salami nebyly u platkt na-
lezeny a identifikovany druhy Lactobacillus delbrueckii (obrazek 16, signal 10) a Lacto-
bacillus graminis (obrazek 16, signal 8). V piipad¢ téchto méné zastoupenych druhli nemusi
byt signaly viditelné (kapitola 4.2.3). Ostatni identifikované mikroorganismy se u tyci
1 platka shodovaly.
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U vzorka dila (D11 a D21) se podaftilo separovat pomoci DGGE a identifikovat celkem devét
signalti (obrazek 16 a 17). Krom¢ dominantnich laktobacilti a stafylokokli obsahovaly
vzorky dila také nezddouci mikroorganismy Pseudomonas aeruginosa (signal 16), Bacillus
spp. (signal 20), Brochothrix thermosphacta (signél 12, 19). Tyto kontaminujici bakterie se

v syrovém mase bézné vyskytuji a podileji se na jeho kazeni [21, 54, 58].

U vzorki koteni (K a Q) se podaftilo identifikovat Sest signalti (obrazek 16 a 17). Kromé
dominantnich laktobacila a stafylokoki to byl Enterococcus faecium (signal 17), ktery se
vyskytoval pouze v kotfeni, dale pak Pseudomonas aeruginosa (signal 16) a Bacillus spp.
(signal 20), které byly nalezeny také v dile. Enterococcus faecium patii mezi bakterie mléc-

ného kvaseni a jeho pfitomnost ve FMV je Zadouci [16, 21].

DGGE gely, sekvenace a identifikace mikroorganismu ostatnich studovanych vzorki tyci a

platki poskytly shodné vysledky s vyse diskutovanymi vzorky (ptiloha 1 a 2).

I kdyz byly na zéklad€ mikrobiologické analyzy o¢ekavany zmény mezi jednotlivymi vzorky
v pribehu zrani a skladovani, DGGE signaly byly vice méné obdobné. Pii mikrobiologické
analyze se stanovuji po€ty pouze Zivotaschopnych mikroorganismi, zatimco DGGE metoda
znazornuje DNA Zivych 1 mrtvych bunék. To zpusobilo podobnost signali mezi jednotli-
vymi vzorky na DGGE gelu. Pro jesté leps$i vizualizaci diverzity mikroflory u FMV byla
v nékolika studiich pouZita metoda RT PCR DGGE, ktera vyuziva reversni transkripci a

cDNA [17, 21, 36, 59].

V soucasné dobé€ je novym a velmi efektivnim néstrojem pro sledovani diverzity metoda
Next Generation Sequencing (kapitola 4.2.4). Umoziuje nejen identifikaci vSech druhti or-
ganismil v testovanych vzorcich s identifikaénim skore az 99,5 % ale poskytuje také kvanti-

tativni data [54, 60].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 68

ZAVER

faktort, formujici kone¢né vlastnosti fermentovanych masnych vyrobki. Znalost této roz-
manitosti mize byt znacné zlepSena aplikaci molekularn€ biologickych metod v kombinaci
s bézné pouzivanymi kultivaénimi metodami.

Cilem této prace bylo sledovani mikrobiologické diverzity v salamech Paprikas vyrobenych
klasickou a QDS technologii. Pro stanoveni poc¢tl zivotaschopnych technologicky vyznam-
nych mikroorganismi byla provedena mikrobiologicka analyza. Pomoci molekularné biolo-
gické metody DGGE byl vytvofen DNA fingerprint vSech vzorkl a zastoupené mikroorga-

nismy byly sekvenovany a identifikovany.

Po celou dobu zrani a skladovani byly u vSech vyrobk dominantni bakterie mlécného kva-
Seni. U vyrobkll vyrobenych klasickou cestou doslo asi v poloviné doby skladovani k pod-
statnému poklesu poctu zivotaschopnych bakterii. To bylo zptisobeno vy¢erpanim zivin, kle-
sajicim pH, sniZujici se awa rostouci koncentraci soli béhem dlouhé doby zrani a skladovéni.
Dalsi technologicky vyznamnou skupinou mikroorganismil byly koagulaza negativni stafy-
lokoky. Nebyly tolik dominantni jako bakterie mlé€ného kvaseni, ale svou Zivotaschopnost
si zachovaly po celou dobu zréani a skladovani. U klasicky vyrobenych produktii doslo k mir-
nému poklesu poctil stafylokokii kolem tficatého dne skladovani. U produktii vyrobenych
QDS technologii nedochazelo k odumirani sledovanych mikroorganismi v takové mife jako
u produktii vyrobenych klasickou cestou. QDS technologie tedy prodluzuje Zivotaschopnost

mikroorganismil.

Z hlediska bezpecnosti potravin byly béhem celé doby sledovany také pocty enterobakterii,
kvasinek a plisni. Ty byly stanoveny ve vstupnich surovinach a na pocatku doby zrani. Vy-
sokou aktivitou dominantnich bakterii mlééného kvaseni doslo k rychlému okyseleni pro-
sttedi a vSechny nezddouci mikroorganismy byly postupné redukovany a nakonec usmrceny.

U zadného vyrobku na konci doby zrani a skladovani jiz nebyly detekovany.

Metoda DGGE umoznila sledovat zastoupeni bakteridlnich konsorcii v jednotlivych vzor-
cich a porovnat je mezi sebou. Déle bylo mozné urcit, zda bakterie pfitomné ve vzorcich
pochézi z dila, startovaci kultury nebo z koteni. U vSech vzorki byly identifikovany nejvice
intenzivni signaly jako dominantni bakterie mlééného kvaseni. U ty€ovych salamii vyrobe-
nych klasickou cestou se podafilo identifikovat pét druhti laktobacilti, dva druhy koagulaza

negativnich stafylokoki a jeden druh laktokoku. U platkti vyrobenych jak klasicky tak QDS



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 69

technologii byly identifikovany tfi druhy laktobacilii, dva druhy stafylokoki a jeden druh
laktokokti. V surovinach pro vyrobu FMV byly kromé bakterii mlé¢ného kvasSeni a koagu-
laza negativnich stafylokokli nalezeny a identifikovany také mikroorganismy zptisobujici
kazeni masa. V kone¢nych vyrobcich vsak zadna nezadouci mikrofléra detekovana nebyla.
Molekuldrné biologicka analyza tedy potvrdila a doplnila vysledky mikrobiologického sta-

noveni.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

APS
Aw
BLAST
bp
CFU
CNS
CPM
CR
CSN
DGGE

DNA
dNTP
EDTA
Endo
EtBr
FMV
CHYGA
LAB
M17
MRS
MSA
MS Excel
PBS
PCA
PCR
PP
QDS
RNA
rRNA
SDS
TAE

amonium persulfat

akttivita vody

basic local alignment search tool

base pairs (pary bazi)

colony-forming unit (kolonie tvoficich jednotek)
koagulaza negativni stafylokoky

celkovy pocet mikroorganizmi

Ceska republika

ceska technickd norma

denaturing gradient gel electrophoresis (denaturacni gradientova gelova
elektroforéza)

deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleova kyselina)
deoxyribonukleotid

ethylenediaminetetraacetic acid (etylendiamintetraoctova kyselina)
Endo agar base

etidiumbromid

fermentovany masny vyrobek

chloramphenicol yeast glucose agar

lactic acid bacteria (bakterie mlécného kvaseni)

M17 agar base

Lactobacillus deMan, Rogosa and Sharpe agar

mannitol salt agar

Microsoft Excel

phosphate buffered saline (fosfatovy pufr)

plate count agar

polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)
polypropylen

Quick-Dry-Slice

ribonucleic acid (ribonukleova kyselina)

ribosomal ribonucleic acid (ribozomalni ribonukleova kyselina)
sodium dodecyl sulfate (dodecylsiran sodny)

tris-acetat-EDTA
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TEMED N,N,N',N'-tetramethylethylenediamine

TGGE temperature gradient gel electrophoresis (gelova elektroforéza s teplotnim
gradientem)
USA United States of America (Spojené staty americké)

uv ultraviolet (ultrafialové)
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PRILOHA PI: DGGE GEL 3 - MIKROFLORA VZORKU
TYCOVYCH SALAMU T12PK

/ 3 3 23 23 30 30 42 42 49 49 63 63 D11D12 K SK

draha 3 az 63 — den odbéru, 1. — vrstva I, IIl. —vrstva IlI, D11 —dilo 11, D12 —dilo 12,
K — koreni klasicka vyroba, SK — startovaci kultura, signal 1 az 20 — viz. tabulka 11,

kapitola 7.2.2



PRILOHA P II: DGGE GEL 4 - MIKROFLORA VZORKU
PLATKOVYCH SALAMU B22NQ A B12PK

'uhuh 18 Bwuhluu

=13

B22NQ

21 28 42 p22 D12 K

draha 0 az 42 — den odbéru, D22 — dilo 22, D12 — dilo 12,
K — koreni klasicka vyroba, SK — startovaci kultura, signal 1 az 20 — viz. tabulka 11,
Kapitola 7.2.2



