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ABSTRAKT

Cilem této prace bylo vyrobit fermentované masné vyrobky s ptidavkem Sesti jednotlivych
komer¢nich mikrobialnich kultur a srovnavaciho vzorku bez mikrobialni kultury a stanovit
obsah celkovych, volnych a vazanych aminokyselin. U vSech vzorki byl pozorovan nartst
obsahu volnych aminokyselin po fermentaci a jejich pokles ke konci zrani. Nejvétsi kon-
centrace celkovych i volnych aminokyselin byla zaznamenana u vzorku s pifidavkem
Lactobacillus curvatus. Déle byla dale provedena chemicka a mikrobiologickd analyza.
U vsech vzorkt doslo k vyraznému poklesu pH v pribéhu fermentace. V ramci mikrobio-

logické analyzy byly sledovany poc¢ty mikroorganismi a vyjadreny jako KTJ/g.

Kli¢ové slova: Fermentované masné vyrobky, aminokyseliny, proteolyza, mikrobiologie

fermentovanych vyrobkd, startovaci kultury

ABSTRACT

The aim of this work was to produce fermented meat products with the addition of six in-
dividual commercial starter cultures and a comparative sample without starter culture. The
main objective was to determine the total, free and bound amino acid content. All samples
showed an increase in the free amino acid content after fermentation and their decline to
the end of maturation. The highest concentration of both total and free amino acids was
observed in the Lactobacillus curvatus sample. Furthermore, chemical and microbiological
analysis was observed. All samples had a significant pH decrease during fermentation.
Within microbiological analysis the number of microorganisms were count and expressed

as CFU/g.

Keywords: Fermented meat products, amino acids, proteolysis, microbiology of fermented

meat products, starter cultures
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“Stomach of goat, crushed
sheep balls, soft full
pearls of pig eyes,
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cock claws. She grinds
them with one hand and
with other fists
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And if a tooth of stink thistle
pulls blood from the round
blue marbled hand
all the better for
this ruby of Pamplona,
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this stained crown
of Solsona, this salami.”

From “Salami” by Philip Levine, poet
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UvVOD

Fermentované masné vyrobky jsou oblibenou delikatesou rozsifenou po celém svéte.
K obrovskému rozmachu ve vyrob¢ téchto produkt ptispél pocatkem 20. stoleti rozvoj
a zdokonaleni technologii a strojii pro masnou vyrobu. K udrzeni stabilniho hygienického
kvalitativniho a senzorického profilu potraviny pfispél v téze dobé objev izolace a uchova-
ni startovacich kultur prostfednictvim lyofilizace a mrazeni. S pouzitim startovacich kultur
1ze vyrobit produkt se stalymi a stabilnimi organoleptickymi i hygienickymi vlastnostmi.
Startovaci kultury jsou vyuzivany pro kontrolovany pribéh fermentace a zahrnuji bakterie
mlécného kvaSeni a koaguldza negativni koky. Kazda jednotlivé startovaci kultura ma ji-
nou proteolytickou aktivitu, proto je tato prace zaméiena na zmény aminokyselinové
skladby ptsobenim jednotlivych kultur pfidanych kazdé zvlast do jednotlivych vyrobki.
Pti vyrob¢ byly u téchto vyrobka zachovany stejné podminky a stejné technologické opera-

ce veetné surovinové skladby, teplot, doby zrani.

V teoretické Casti prace je obsazena charakteristika fermentovanych masnych vyrobki od
surovinové skladby po technologii vyroby a uvadéni na trh. Vzhledem k dilezitosti procesu
fermentace a jejim vlivu na obsah aminokyselin ve findlnim vyrobku je fermentaci mas-
nych vyrobkl vénovana samostatna kapitola. Posledni kapitola teoretické ¢asti je zaméfena

na uvadéni fermentovanych masnych vyrobki na trh.

Prakticka ¢ast diplomové prace spocivala ve vyrobé modelovych vzorka fermentovanych
masnych vyrobkll za pouziti vybranych Sesti jednotlivych startovacich kultur a jejich po-
drobeni danym analyzdm. Kromé& zakladni chemické a mikrobiologické analyzy bylo pro-
vedeno stanoveni obsahu aminokyselin. V prubéhu zrani byl ve ¢tyiech odbérech sledovan
obsah celkovych a volnych aminokyselin u kazdého vyrobku se startovaci kulturou

a u kontrolniho vzorku bez pfidavku mikrobialni kultury.
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I. TEORETICKA CAST
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1 FERMENTOVANE TRVANLIVE MASNE VYROBKY

1.1 Maso, masna vyroba a masné vyrobky

Maso je definovano jako vSechny pozivatelné c¢asti tél zivocCichd, ryb a bezobratlych
v Cerstvém nebo upraveném stavu, vhodné k lidské vyzivé. V této definici jsou zahrnuty i
zivoc¢isné tuky, kosti (pokud jsou konzumovatelné), krev, kiize a droby. Pro potfeby masné
vyroby se timto pojmem oznacuje uz$i skupina zivociSnych produkti. Masem pfi vyrobé
masnych vyrobkil rozumime zejména kosterni svalovinu a to jak samotnou svalovou tkan,
tak 1 svalovou tkan vcetné¢ vmezeteného tuku, cév, nervl, vazivovych a jinych ¢asti, které

jsou ve svaloviné obsazeny (Steinhauser 1995; Pipek 1998).

Masné vyroba je pojem, kterym rozumime produkci nejraznéj$ich druhii saldmd, parkd,
klobas, uzenych mas a vSech masnych vyrobkl obecné. Prostiednictvim rtiznych operaci a
jejich vzajemnych kombinaci se dosahuje potifebné udrznosti, charakteristické barvy, struk-
tury a dalSich Zadoucich senzorickych vlastnosti. Masné vyrobky se déli do dvou hlavnich
kategorii a to na vyrobky tzv. celosvalové neboli kusové (Sunka a uzena masa) a vyrobky

meélnéné (parky, salamy, klobasy), (Kadlec, 2002).

Masny vyrobek se ziskava zpracovanim masa poptipadé jiz hotovych masnych vyrobkd.
Maso pro vyrobu masnych vyrobkl se deli do né€kolika tfid podle obsahu tuku (Katina,
2016).

1.1.1 Zarazeni fermentovanych trvanlivych masnych vyrobkii

V roce 2016 nabyla uc¢innosti nové aktualizovana vyhlaska ¢. 69/2016 Sb. O pozadavcich
na maso, masné vyrobky, produkty rybolovu a akvakultury a vyrobky z nich, vejce a vy-
robky z nich, zdkona 110/1997 O potravindch a tabakovych vyrobcich. Touto vyhlaskou se
rusi vyhlasky 264/2003; 169/2009; 159/2014 a vyhldska Ministerstva zemédélstvi
326/2001 zakona €. 110/1997 Sb. O potravinach a tabakovych vyrobcich a o0 zméné a dopl-
néni nekterych souvisejicich zakoni, ve znéni pozdéjsich predpisl, pro maso, masné vy-
robky, ryby, ostatni vodni Zivo€ichy a vyrobky z nich, vejce a vyrobky z nich. Dle této vy-
hlasky je rozdéleni masnych vyrobkli do kategorii a) az p), které jsou uvedeny nize.
V uvedeném rozdéleni je charakteristicky vyrobek, o kterém tato prace pojednava, tedy

fermentovany trvanlivy masny vyrobek, oznacen pismenem ,,e)“ a je zvyraznén tucné.
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a)

b)

¢)

d)

g)
h)

)

tepeln€ opracovanym masnym vyrobkem zpracovany masny vyrobek, u kterého by-
lo ve vSech ¢astech dosazeno minimalné tepelného ucinku odpovidajiciho pisobeni

teploty plus 70 °C po dobu 10 minut,

tepelné neopracovanym masnym vyrobkem zpracovany masny vyrobek urceny
k ptimé spotiebé bez dalsi Gpravy, u né¢hoz ve vSech ¢astech neprobéhlo tepelné
opracovani surovin ani vyrobku odpovidajici ptisobeni teploty plus 70 °C po dobu

10 minut,

tepelné neopracovanym masnym vyrobkem pro tepelnou upravu zpracovany masny
vyrobek4) uréeny k tepelné kuchynské tipravé, u néhoz ve vSech ¢astech neprobehlo
tepelné opracovani surovin ani vyrobku odpovidajici ptisobeni teploty plus 70 °C

po dobu 10 minut,

trvanlivym tepelné opracovanym masnym vyrobkem zpracovany masny vyrobek,
u kterého bylo ve vSech ¢astech dosazeno minimalné tepelného tcinku odpovidaji-
ciho puisobeni teploty plus 70 °C po dobu 10 minut a navazujicim technologickym
opracovanim, zranim, uzenim nebo suSenim za definovanych podminek doslo k po-
klesu aktivity vody na hodnotu aw(max.) = 0,93 a k prodlouzeni minimalni doby tr-
vanlivosti na 21 dni pfi teploté skladovani plus 20 °C a za ptipadné dalSich sklado-

vacich podminek,

fermentovanym trvanlivym masnym vyrobkem zpracovany masny vyrobek te-
pelné neopracovany urcéeny k piimé spotiebé, u kterého v pribéhu fermenta-
ce, zrani, susSeni, popripadé uzeni za definovanych podminek doSlo ke sniZeni
aktivity vody na hodnotu aw(max.) = 0,93, s minimalni dobou trvanlivosti 21

dni pFi teploté plus 20 °C a za pripadné dalSich skladovacich podminek,

technologickym obalem obal, ve kterém probiha technologické opracovani vyrobku

a ktery obvykle zlstava jeho soucasti,

vloZkou kréajena nebo zrnéna cast dila,

technologickym opracovanim jakékoliv Gprava masa mimo pouziti chladu,
konzervou vyrobek neprodysné uzavieny v obalu, sterilovany,

polokonzervou vyrobek neprodysné€ uzavieny v obalu, pasterovany,
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k) cistou svalovou bilkovinou bilkovina pochazejici ze svalové tkan¢ zvirat bez bilko-

viny pojivove tkané a bilkovin rostlinného ptivodu,

1) obsahem tuku celkovy obsah tuku stanoveny metodami zalozenymi na principu

hydrolyzy,

m) primérnym mnozstvim potraviny hmotnost potraviny bez obalu se zohlednénim za-

porné hmotnostni odchylky podle ptiloh €. 4 a 5 k této vyhlasce,

n) pastikou tepeln¢ opracovany masny vyrobek z mélnéného masa, pirevazné roztira-

telny, ktery nemusi byt narazeny v technologickém obalu,

0) terinou tepelné opracovany masny vyrobek z mélnéného masa, ptevazn¢ hrubozrn-

ny, ktery nemusi byt narazeny v technologickém obalu,

p) masnym polotovarem v technologickém obalu masny polotovar z homogenizova-
ného masa, ktery je uvadén na trh v technologickém obalu (Cesko - vyhlagka

69/2016).

1.2 Charakteristika fermentovanych trvanlivych masnych vyrobki

Fermentované trvanlivé vyrobky jsou tepelné neopracované masné vyrobky, které predsta-
vuji celosvétoveé oblibenou a riznorodou skupinu masnych vyrobkl. Tyto vyrobky nejsou
tepelné opracovany a vyrabi se pfimo zpracovanim syrového masa, tim ziskavaji svou spe-
cifickou chut’ a aroma, zaroven to ale znamena zvySené technologické a hygienické naroky
pti jejich vyrobé (Steinhauser, 1995). Do této skupiny patii salamy (herkules, lovecky sa-
lam, poli€an, paprikas), klobasy (dunajska klobasa) a také Sunky a prSuty (Katina, 2016).

1.2.1 Rozdéleni fermentovanych masnych vyrobki

Na zaklad¢ rozdilné udrznosti, struktury a technologie vyroby lze fermentované vyrobky

roztidit do nékolika nésledujicich skupin:
a) Syrové Sunky - jsou konzervovany snizenim aktivity vody, fermentaci pii nizkych
teplotach a nasledné dlouhym zrdnim a suSenim. Patii sem napiiklad parmska Sunka

nebo prsut.
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b) Trvanlivé fermentované saldmy - jsou konzervovany ptredevsim susenim, jejich pH
se pohybuje kolem hodnot 5,3 - 6. Zraji obvykle déle nez 3 tydny. U nés je to napfi-

klad poli¢an, paprikas nebo mad’arsky uhersky salam.

c) Krgjitelné fermentované saldmy - rychle zrajici salamy (méné€ nez 3 tydny), tdrz-
nosti je dosazeno snizenim hodnoty pH na 4,6 az 5,2. Mnohé vyrobky z této
a z predchozi skupiny jsou si natolik podobné, Ze se nachazi spiSe na pomezi téchto

dvou skupin. U nas je to naptiklad herkules a lovecky saldm

d) Roztiratelné fermentované salamy - jsou mekké na omak i na skus, pastovitého cha-
rakteru. Zraji krat§i dobu nez 14 dni a jsou tudiz i méné¢ udrzné. Radi se sem napii-

klad ¢ajovy salam a métsky salam (Pipek, 1998).

Vzhledem k charakteru vyrobkil pouzitych jako modelové vzorky v praktické casti této
prace, bude popis technologie vyroby zaméten na skupinu vyrobkt "b)" (velkou podobnosti

mezi obéma skupinami ¢astecné i "c)", tedy fermentované trvanlivé salamy.

1.2.2 Fermentované trvanlivé salamy

Fermentované trvanlivé saldmy, které tvoti podstatnou skupinu fermentovanych masnych
vyrobki, jsou pfipravovany z jemn¢ zrnéného syrového masa a tukové tkané. Dilo je pro-
michano se soli, kofenim, startovacimi kulturami, popiipadé dal$imi pfisadami a nardzeno
do obalového stieva, ve kterém je za definovanych podminek, jako jsou teplota vzduchu
arelativni vlhkost vzduchu vystaveno zrani. Hotovy vyrobek neni nutno uchovavat pfi
chladirenskych teplotach a zpravidla byva konzumovan bez ohfevu (Steinhauser, 1995).
Fermentované vyrobky, at’ uz salamy nebo klobésy se déli podle n¢kolika kritérii naptiklad
podle pH hotového vyrobku, typu fermentace, stupné mélnéni dila nebo dle pfitomnosti ¢i
nepiitomnosti plisni na povrchu. V soucasnosti se fermentované trvanlivé vyrobky obvykle
de€li na dvé velké skupiny, podle pH findlniho vyrobku na fermentované vyrobky s nizkou

kone¢nou hodnotou pH a vysokou kone¢nou hodnotou pH.
1) Fermentované vyrobky s nizkou finalni hodnotou pH

Tyto vyrobky jsou charakteristické ptidavkem sacharidii do dila (v mnozstvi 0,3 - 0,7 %)
a mikrobialnich, neboli tzv. startovacich kultur k zajisténi dostate¢né fermentace, tedy pro-
dukce kyseliny mlééné za vyuziti pfidanych sacharidi. Rychlé snizeni hodnoty pH pod

hodnotu 5,3 hraje rozhodujici roli z hlediska technologického, senzorického a hygienické-
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ho. Pro tento druh vyrobkt jsou typické vyssi pocatecni teploty zrani, 22 - 25°C v evrop-

skych zemich a 37°C i vice v USA.
2) Fermentované vyrobky s vysokou finalni hodnotou pH

Pro tuto skupinu vyrobkl je charakteristickd dlouha doba zréni a suseni az do hodnot akti-
vity vody aw 0,88 - 0,89. Pii jejich vyrob¢ se nepiidavaji sacharidy a zrani probiha pti niz-
Sich teplotach, nedochazi tak k z4dné vyznamné tvorb¢ organickych kyselin a pH se tedy
pohybuje nad hodnotou 5,5 respektive v rozmezi hodnot pH 5,8 - 6,2. Diky minimalni pfi-
tomnosti organickych kyselin je zde hlavnim inhibi¢nim faktorem nezddouciho mikrobial-
niho rastu dokud neklesne aw pod hodnotu 0,96 nizka teplota (10 - 12°C), (Steinhauser,
1995).

1.2.3 Surovinova skladba fermentovanych trvanlivych salamu

Fermentované masné vyrobky, specifictéji salamy, se skladaji ze dvou majoritnich slozek
a to masa a tuku. Typicky se pro jejich vyrobu pouziva vepfové maso a hovézi maso, ¢asto
1 jejich kombinace, méné pak maso ov¢i, kozi nebo krati. Minoritnimi, le¢ neméné dilezi-

tymi slozkami jsou stl, sacharid a startovaci kultura (Toldra, 2015).
e Maso

Maso jate¢nych zvitat, v naSich podminkéch zejména veptové a hovézi, je vychozi surovi-
nou pro vyrobu fermentovanych trvanlivych salamu (dale FTS). Tradi¢ni receptura je slo-
Zena z jednoho dilu vepfového masa, jednoho dilu hovéziho masa a jednoho dilu veptové-
ho sadla. Maso pro vyrobu FTS ma byt dobie vyzralé a mélo by pochéazet ze zdravych
a starSich zvifat (prasnice, kravy), (Steinhauser 1995; Kamenik, 2011). Takové maso je
tmavsi a obsahuje méné vody a vice extraktivnich latek. Pfi opracovani masa je potfeba
odstranit co nejvice viditelné pojivové tkané, jejiz pfitomnost je patrnd na fezu vyrobki,
pusobi rusiveé na pii skusu a tim negativné ovliviiuje produkt a snizuje jeho celkovou hod-
notu. Pro vyrobu FTS je ideélni libové maso s vysokym obsahem cistych svalovych bilko-
vin a minimalnim obsahem pojivové tkdn¢ a tuku (Kamenik, 2011). Dle vyhlasky 69/2016
O pozadavcich na maso, masné vyrobky, produkty rybolovu a akvakultury a vyrobky
z nich, vejce a vyrobky z nich zakona ¢. 110/1997 o potravinach a tabakovych vyrobcich
jsou pii vyrobé FTS o kterych tato prace pojednava zakladnimi surovinami pro vyrobu ma-

so hovézi a veprove, neptipousti se pouziti vlakniny, masa zvitat jinych zivocisnych druht,
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strojn¢ oddéleného masa, bilkovin jinych zivoc¢iSnych druhli nebo rostlinnych bilkovin

(Cesko - vyhlagka 69/2016).

Technologie vyroby FTS klade vysoké naroky na mikrobialni stav suroviny, zejména masa.
Vzhledem k absenci tepelné Gpravy je pocatecni kontaminace rozhodujicim faktorem kva-
lity finalniho vyrobku, z tohoto diivodu je napiiklad naprosto nevhodné pouziti masa s va-
dou DFD (dark, firm, dry neboli v piekladu: tmavé, tuhé, suché). DFD je vada vyskytujici
se predevsim u hovéziho masa, zejména u mladych byku, je pro ni charakteristické nedo-
state¢né okyseleni masa, pH je 24 hodin po porazce nad hodnotou 6,2. U masa s normal-
nim pribéhem zrani by hodnota pH 24 hodin po porézce neméla byt vyssi nez 5,8 u hové-
ziho a 6 u veprového masa. K této vad¢ dochazi, jsou-li ped porazkou spottebovany zaso-
by glykogenu ve svalech (dlouhé la¢néni, extrémni stresova situace), po pordzce se potom
netvoii zadné nebo jen nedostatecné mnozstvi kyseliny mlééné a hodnota pH tak klesa jen
velmi nepatrné. DFD maso je tmavé, mdlého aroma, lepkavé a snadno podléha nezadoucim
mikrobialnim pochodiim, ma vsak lepsi schopnost vazat vodu, proto se da pouzit pfi vyro-
bé mélnénych tepelné opracovanych vyrobkl, pro FTS je vSak zcela nevhodné. Maso
s vadou PSE (pale, soft, exudative neboli v piekladu: bledé¢ mékké, vodnaté) se pro vyrobu
FTS pouzit da, ovSem v mnozstvi nepfesahujicim 20 % z celkového podilu masa. K vadé
PSE dochazi u zvirat citlivych na stres. Uvolnénim vapenatych iontd a nadmérnou produk-
ci tepla dojde k rychlému poklesu pH z pocate¢ni hodnoty 7 pfed porazkou, pod 5,8 béhem
45 minut po porazce. Bézné klesa teplota prasat 45 minut po porazce k hodnotdm mezi 36 -
38°C. U zvitat se sklonem k vyskytu vady PSE teplota v diisledku zvySené latkové vymény
stoupa az na 40 - 42,5°C. Setka-li se brzy po porazce nizka hodnota pH a pomérné vysoka
télesna teplota, dojde k ¢aste€né denaturaci svalovych bilkovin a membrany svalovych bu-
neék se stanou propustnymi, bunéény obsah tak mize volné vytékat, coz vede ke zhorSeni
schopnosti masa vazat vodu. Vadam PSE lze ptedejit Setrnym zachazenim se zvitetem pied
porazkou, spravnym a rychlym omré¢enim a vykrvenim a zchlazenim béhem 90 minut pod
35°C (Steinhauser, 1995; Kamenik, 2011). Pro zajiSténi kvalitni suroviny by mélo mit vep-
fové maso 24 hodin po pordzce hodnotu pH pod 5,8, mélo by byt uchovano pii 0°C a spo-
ttebovano do 3-5 dnil od porazky, ptipadné zamrazeno a pfi teplotach -30 az -18°C ucho-
vano maximalné po dobu 90 dni. Hovézi maso by také mélo byt do 24 hodin od porazky
pod hodnotou pH 5,8, uchovéno pii 0°C po dobu maximalné 8-14 dni pied zpracovanim,

pfipadné zamrazeno pii -30 az -18°C po dobu maximalné 180 dni (Toldra, 2015).
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e Vepiové sadlo

Pro vyrobu FTS, kde je pozadovéna jasné kontrastni mozaika je nejvhodnéjsi pouzit jadrné,
tuhé sadlo a proto se pouziva témét vyhradné hibetni sadlo, idedlni je z kréni Casti, tzv.
htivky. Pouzité sadlo ma rozhodujici vliv na utvéfeni struktury vyrobku ve fazi mélnéni
a michani. M¢kké sadlo obsahuje fidky az olejnaty tuk, ktery diky vy$simu podilu nenasy-
cenych mastnych kyselin snadno oxiduje. M&kky tuk se pii mélnéni uvoliiuje z tukovych
bunék, obklopuje ¢astecky masa tenkym tukovym filmem a zabranuje tak vzniku viskdzni-
ho bilkovinného roztoku vznikajiciho reakci vody, myofibrilarnich bilkovin a soli, saldm
tak zistavd mekky. Mazlavy tuk rovnéz negativné ovlivituje proces suseni a tim 1 konzis-
tenci finalnich vyrobki. Pii mélnéni, michani, kutrovani i plnéni dochazi v disledku tfeni
k zahtivani dila, aby se ptedeslo a zabranilo uvolilovani tuku pfi téchto operacich, mrazi se

na teplotu -10 az -15°C (Steinhauser, 1995; Kamenik, 2011).
e Siil a solici smés

Kuchyiiska stl je esencidlni ingredienci pro vyrobu vSech typi masnych vyrobkl. Ve vy-
robku zastava nékolik zasadnich funkci od ovlivnéni chuti a struktury az po zvySeni udrz-
nosti (Hutkins, 2006). Siill ochucuje maso a masny vyrobek, ten by bez soli, a¢ s pridavkem
koteni, nem¢l pozadované senzorické a organoleptické vlastnosti. Sal také (zejména
v kombinaci s fosfore¢nany) pozitivné ovlivituje texturu a strukturu vyrobku tim, ze roz-
pousti myofibrilarni bilkoviny. Spojenim vody obsazené v mase s t€émito bilkovinami vzni-
ka viskozni bilkovinny roztok, ktery dilo spoji a je nezbytny pro spravnou strukturu vyrob-
ku. Stl dale pfispiva k rychlosti sniZovani aktivity vody aw a ptsobi tak pozitivné v pribé-
hu suseni vyrobku. Zaroven stl zté¢zuje rist mikroorganismi, vaze totiz volnou vodu, ktera
potom neni k dispozici pro riist a mnozeni nezadoucich bakterii. P¥idavek soli zvyhodiuje
rust grampozitivnich bakterii oproti gramnegativnim (Kamenik 2011; Ockerman 2015).
Obsah soli se v FTS pohybuje mezi 2,4 - 4 %, pticemz ptidavek 2 % je minimalni pro za-
douci funkce soli v masném vyrobku, piidavek soli nad 3 % uz ovSem muze zpomalit pri-
béh fermentace. Nékteré druhy bakterii jako naptiklad Staphylococcus aureus, jsou haloto-
lerantni i vi¢i koncentraci soli nad 3 %. S. aureus je ale Casto inhibovan laktobacily (Oc-
kerman, 2015). V naSich podminkéch je dusitanova solici smés, DSS, n€kdy téZ oznacova-
na jako "rychlostl" nebo "praganda" smési chloridu sodného s dusitanem, jehoz obsah ne-
smi pirekro€it limit 0,6 %. Tato smés je pouzivana k soleni masnych vyrobkid a to

v mnozstvi 2,4 - 3,0 % (Pipek, 1998; Kamenik, 2011) DSS se ptidava do masnych vyrobkt
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z n¢kolika diivodu, ovliviiuje chut’ vyrobku, udrznost, barvu a mé antioxidacni uc¢inek. Pro
chut a aroma vysledného vyrobku maji nejvétsi vyznam N-nitrososlouceniny, zejména
nitrosothioly. Aroma dale dusitan ovlivituje tim, Ze brani oxidaci tukl a ucastni se reakci
s aldehydy, alkoholy a inosinem (Pipek, 1998). Dusitan brani rozvoji gramnegativnich bak-
terii, zejména salmonel, ¢astecné také ovliviiuje a snizuje mnozstvi klostridii, stafylokoki a
listerii. ZajiStuje tak jednu z prvnich prekazek (bariér) tzv. bariérového efektu pii vyrobé
FTS (Kamenik, 2011). Antioxidac¢ni ucinek dusitanli je vyznamny zejména v zabranéni
oxidaci tukt, tento efekt je vysvétlovan schopnosti dusitanu vazat nékteré kovy (napft. zele-
zo) do neaktivnich chelatovych komplexi, které pak nemohou piisobit jako katalyzatory
oxidace. Stabilizuje hemova barviva proti oxidaci a rozkladu a chrani fosfolipidy v bunéc-
nych membranéch pred oxidaci (Pipek, 1998; Kamenik, 2011). Vliv dusi¢nanu na vybarve-
ni masnych vyrobka byl objeven uz v 19. stoleti. V 90. letech 19. stoleti vSak bylo proka-
zano, ze ucinnou latkou je dusitan vznikajici redukci dusi¢nanu. Na pocatku 20. stoleti byly
definovany chemické reakce popisujici slouCeniny, které jsou nositeli barvy masnych vy-
robkli (Kamenik, 2011). V USA je pii vyrobé fermentovanych masnych vyrobki pouzito
vyssich fermentacnich teplot a samotna fermentace trva kratce, zatimco v Evropé jsou tep-
loty fermentace nizké a fermentace probiha delsi dobu. I z tohoto diivodu se v USA pouZi-
vaji témét vyhradné dusitanové solici smési, kdeZto v Evropé se 1ze v nékterych ptfipadech
setkat s malym ptidavkem dusi¢énanu do DSS bezprosttedné pied aplikaci DSS do dila.
ProtoZe je to dusitan, ktery v mase reaguje za tvorby riizového nebo ¢erveného vybarveni,

musi byt dusi¢nan, pokud je pfidan, nejdiive redukovan prostiednictvim enzymu nitrat re-

duktaza.
Myoglobin
(tmave Cervena)
Nitrat reduktza pokles pH
NO, — NO, _’H+ NO ;’W NO-Mb —» N1tr0xymyoch,romogen
dusicnan dusitan oxid dusnaty nitroxymyoglobin (razova)
) (iasné Cervena) 02 i Hzoz
A 4

$eda, zelena, hnéda

Obrazek 1: Redukce dusi¢nanu na dusitan plisobenim nitrat reduktdzy za vzniku oxidu
dusnatého, ktery reakci s myoglobinem tvofi nitroxymyoglobin, ten pii vyssich teplotach

(nizkém pH) tvofti stabilni nitroxymyochromogen (upraveno dle: Hutkins, 2006).
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Piisobi-li na nitroxyhemochrom dale kyslik nebo peroxid vodiku, respektive dojde-li k oxi-
daci témito latkami, mohou vznikat Sedé a zelena barviva (Pipek, 1998). Diivodem, proc¢ se
v nekterych piipadech pouziva pro osetfeni FTS 1 malé mnozstvi dusi¢nanu a ne vyhradné
dusitan, (pfestoze u nich musi dojit k redukci na dusitan) je rozlozeni ptisobeni na delsi
dobu. Dochazi-li k této redukci postupné, mohou se v prubéhu téchto reakci uvoliovat li-
pazy a dal$i enzymy, které produkuji prekurzory chuti ve findlnim vyrobku. Kmeny produ-
kujici nitrat reduktazu jsou zaroven kmeny, které¢ produkuji lipazy a jiné enzymy dualezité
pro vyvoj chuti a aroma vyrobku. Jsou to rody Staphylococcus, Micrococcus a Kocuria. Pti
pouziti vyssich fermentacnich teplot (38 - 40 °C) dochazi k rychlé produkei kyseliny mléc-
né. Nizké pH inhibuje rust téchto bakterii a ve vyrobku je tim zna¢né zredukovéana tvorba
nitrat reduktdzy, proto je do téchto vyrobkl nezbytné ptidavat dusitan, nebot piipadny
zbytkovy dusi¢nan by bez piitomnosti nitrat reduktazy nebyl redukovéan. Pfi¢inou je po-
mérné nizkd aktivita nitrdt reduktazy pti nizkych teplotach a nizkém pH. Fermentace pfi
niz8ich teplotach oproti tomu umoziuje rast zminovanych bakterii, tim je zajiSténa dosta-
te¢na produkce nitrat reduktazy a zaroven lipdz, proteindz a dalSich enzymi podilejicich se
na aroma vyrobku. DelS§im zranim vyrobku pii nizsich teplotach tak dochazi k postupné
redukci veSkerého dusi¢nanu na dusitan, v disledku ¢ehoz je dosazeno zadoucich senzo-
rickych vlastnosti (Beck, 2005). Vedle nespornych pozitivnich aspekt dusitand a dusi¢na-
nt v technologii masné vyroby jsou s nimi spojena i ur€itd rizika pro zdravi konzumenta.
Na lidsky organismus mohou pisobit ptimo toxickym plsobenim (pii masivnim piedavko-
vani) nebo ve formé N-nitrosolatek - nitrosamind (pfi nespravné Uprave). Pro dospélého
jedince mohou predstavovat hrozbu nitrosaminy, coZ jsou kancerogenni N-
nitrososlouceniny nachézejici se v masnych vyrobcich v pomérné malém mnoZzstvi. Jejich
mnozstvi se v§ak mnohonasobné zvysuje nespravnou piipravou, zejména pisobenim teplot
nad 170°C na vyrobky obsahujici dusitany (slanina, Spekacky, FTS). Z téchto divodi je
pridavek dusitant a dusi¢nant do masnych vyrobki legislativné omezen a to na 150 mg/kg
u tepelné opracovanych masnych vyrobkii a na 180 mg/kg u fermentovanych masnych vy-

robktll (Pipek, 1998; Evropska Unie - nafizeni komise 1129/2011).
e Kofrenici smési

K ptipravé FTS lze pouZit rizné druhy kofeni, mezi nejcastéji pouzivané patii pept, papri-
ka, ¢esnek, kmin, hiebicek, kardamom, muskatovy kvét, muskatovy ofisek, tymian, jalovec

nebo zazvor. Celkovy pfidavek smési kotfeni se pohybuje kolem 5 - 10 g/kg dila, pfipadné
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vyssi, je-li pozadovana vyrazn€jsi chut. Nékteré druhy kofeni vykazuji casteéné antioxi-
dac¢ni ucinek (rozmaryn, tymian, Salvéj, nebo muskatovy kvét). Jiné druhy jsou zase zndmé
svymi antimikrobidlnimi Uc¢inky, které vychazi z ptitomnosti fytoncidi (Cesnek, zazvor,
pepf, rozmaryn, paprika, kmin, koriandr, nové koteni a skofice) a mnohé podporuji sekreci
travicich stav (Kamenik, 2011). Vzhledem k tomu, Ze kofeni miize byt nezadoucim nosite-
lem kontaminace (zejména plisni), neziidka se pouzivaji extrakty kotfeni u kterych je mi-
krobialni kontaminace téméf vyloudena. Casto se kofenici piipravky pro vyrobu tradi¢nich
vyrobkii dodavaji pfipravené v kombi smésich se sacharidem a antioxidantem (Pipek,

1998; Kamenik, 2011).
e Sacharidicka slozka

Monosacharidy nebo disacharidy jsou ptfidavany, aby slouzily jako vychozi substrat pro
startovaci kultury (napt. BMK). Jsou fermentovany prevazné na kyselinu mléénou. Ptida-
vek sacharidl ¢ini obvykle 0,4 - 0,8 % maximalné az 3,0 % a jejich pfitomnost v dile urcu-
je rychlost a intenzitu fermentace. Mezi nejcastéji pouzivané patii monosacharidy glukéza
a fruktoza, disacharidy sachar6za a laktéza a méné Casto oligosacharidy napt. Skrobovy
sirup. Zbytkové mnozstvi cukrii se pohybuje okolo 0,1 - 1,0 % hmotnosti vyrobku (Stei-
nhauser, 1995; Pipek, 1998).

¢ Glukono-d-lakton (GdL)

V nékterych recepturach se pfidava misto sacharidii pro rychlé okyseleni dila a to v kon-
centracich 0,3 - 0,5 %. Do né¢kolika hodin po namichani dila nastavd hydrolyzou GdL na
kyselinu glukonovou okyseleni vyrobku az na pH 4,8. Zaroven vSak umociiuje negativni
zmeény tukové slozky FTS (zluknuti). Soucasné pouziti GdL se startovaci kulturou lakto-
bacili mizZe vést k tomu, Ze tyto zacnou odbouradvat GdL na kyselinu octovou. Pouziti GdL
je dostupny zplsob jak urychlit, poptfipad¢ nahradit fermentaci (Pipek, 1998; Kamenik,
2011).

e Kyselina askorbova, askorbat sodny, erythorbat (isoaskorbat sodny)

Ptidavek askorbatu, erythorbatu nebo kyseliny askorbové urychluje proces vybarveni vy-
robkl a stabilizuje jiZz vytvofenou barvu. Kyselina askorbova je silné reduk¢ni Cinidlo (ze
zbytkového dusitanu vytvari oxid dusnaty a zvySuje hladinu nitroxymyoglobinu) a antio-
xidant (stabilizuje hydroperoxidy) a do masnych vyrobkt se pfidava v koncentraci 0,4 - 0,6
g/kg dila. Stejny ucinek jako méa 100 grami askorbatu nebo erythorbatu ma 87 gramu kyse-
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liny askorbové, proto se soli ptidava do dila vice nez by se piidavalo samotné kyseliny. Pfi
aplikaci at’ uz kyseliny askorbové nebo jejich soli je dilezité, aby nebyla pfidavana soucas-

n¢ s dusitanovou solici smési (Steinhauser 1995; Kamenik, 2011).
e Startovaci kultury

Startovaci kultury jsou mikroorganismy s zadoucimi fyziologickymi vlastnostmi (také
oznacovany jako kulturni mikroflora), které se pfidavaji do dila FTS, aby zde zajistily
spravny prub¢h zrani a fermentace (Pipek, 1998). Odbouravaji sacharidy na organické ky-
seliny a tim pfispivaji k okyseleni dila, redukuji dusi¢nany (produkci enzymu nitrat reduk-
tazy, napft. rod Staphylococcus) a ovliviiuji Stépeni lipidh a dalsi procesy. Jsou antagonisty
hnilobné mikroflory (Pipek, 1998; Beck, 2005). Pfi tradi¢ni fermentaci je fermentace pod-
minéna Sirokym spektrem mikroorganismu, z nichz nékteré mohou produkovat senzoricky
vyznamné metabolity odlisné od kyseliny mlééné — organické kyseliny, aromatické latky,
alkohol atp. Z toho diivodu miiZe z ptirozené fermentace vzejit produkt s vynikajicimi sen-
zorickymi vlastnostmi, které mohou v mnohém piedcit pouziti homofermentativnich star-
tovacich kultur. Zaroveii je nutné uvédomit si, Ze praveé tato rozmanitost a variace mikroor-
ganismu v dile mize naopak vést k negativnim nekontrolovatelnym vykyviim a k vyrobé
produktli s nekonzistentni kvalitou. Pro dosazeni vyvazeného senzorického profilu vyrobku
se vyuziva kombinace startovacich kultur, z nichZ jeden mikroorganismus produkuje kyse-
linu mlé¢nou, ¢imz okyseluje dilo (BMK - laktobacily, pediokoky) a dalsi, ktery pozitivné
ovlivituje organoleptické vlastnosti (mikrokoky, stafylokoky), (Ockerman, 2015). Startova-
ci kultury nesmi byt patogenni a musi mit pfisluSnou biochemickou aktivitu. Pfi vybéru
vhodné startovaci kultury se pfihlizi 1 ke zvyklostem v ptisluSné zemi. PouZzivaji se lakto-
bacily (L. plantarum, L. brevis, L fermenti, L. alimentarius, L.sakei, L curvatus), stafyloko-
ky (S. carnosus, S. xylosus, S. simulans), pediokoky (P. acidilactici, P. pentosaceus, P.
cerevisiae), mikrokoky (M. varians, M. aurantiacus, M. specialis, M. caseolyticus, M. can-
didus), kvasinky (Debaromyces hansenii) a dalS$i mikroorganismy (Pipek, 1998, Coccon-

celli a Fontana, 2010).
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2 TECHNOLOGIE VYROBY FERMENTOVANYCH
TRVANLIVYCH MASNYCH VYROBKU

Fermentované masné vyrobky jsou znamy uz né¢kolik tisicileti. Technologie jejich vyroby
se neustale vyviji a nejvetsi rozmach této technologie nastal ve 20. Stoleti s vyrobou pru-
myslovych lyofilizovanych nebo mrazenych startovacich kultur. Tyto komer¢né dostupné
kultury spolecné s novymi postupy v oblasti vyroby fermentovanych vyrobkl vedly

k rozsahlému rozvoji této skupiny masnych vyrobkii (Hutners, 2006).

2.1 Historie fermentacnich technologii

ey, e

torické prameny. Tisice let pfedtim, nez byla zvifata domestikovana a chovana pro tucely
konzumace, bylo obtizné¢ uchovéavat a skladovat maso po delsi dobu nebyla-1i naptiklad
pfihodna nizka teplota. Jiz tehdy konzumenti zaznamenali nepfijemné nasledky po kon-
zumaci zkaZzeného masa. SuSeni bylo nepochybné jednou z prvnich technologii konzervace
masa vilbec. Nasledovano solenim a uzenim, které se také ukazalo jako efektivni. Pokud by
k takto pfipravenému masu bylo pfidano malé mnozstvi cukru a mnozstvi soli by bylo do-
statecné nizké, za ptfiznivych podminky, mohl uz tenkrat vzniknout naprosto odlisny po-
mérné dlouhou dobu skladovatelny produkt se specifickou chuti. Prvni zminky o fermento-
vanych masnych vyrobcich pochézi uz z fimské éry v oblasti jizni Evropy a sttedozemniho
mote. Ze stejného obdobi pochdzi i zminky o téchto vyrobcich z Asie. Je vSak v podstaté
nemozné urcit, zda se opravdu jednalo o fermentované vyrobky, i kdyz je tézké si predsta-
vit, Ze by, vzhledem k podminkam, k pfirozené formé fermentace nedoslo. Produkce fer-
mentovanych vyrobkidl byla s nejvétsi pravdépodobnosti zalozena na ndhodném objevu
téchto chutnych specialit a poté v napodobovani procesu vyroby, opakovatelnost se stejny-
mi a konstantnimi vysledky byla ovSem velmi obtiZznd, ne-li nemoZna. Pravdépodobnost
uspéchu byla zvySena objevem techniky tzv. ,,backslopping®, tedy vyrobou nového produk-
tu pfidénim ¢asti predchoziho, spravné vyrobeného hotového produktu k pocate¢nimu sy-
rovému materidlu. Tato metoda se v riznych Castech svéta praktikuje dodnes, i1 kdyz
v soucasnosti existuji mnohem spolehlivéjsi metody produkce fermentovanych vyrobki.
Konzervace téchto vyrobkil byla zajisténa fermentaci, susenim a, zejména v teplejSich ob-
lastech na stfednim vychod¢ a v oblasti sttedozemniho mote, podpotfena pfidavkem kofeni.

V chladnéjsich, severngjSich oblastech potom uzenim nebo tepelnym opracovanim. Pozdéji
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se ke zvyseni konzervacniho uc¢inku zacaly pouzivat dusitany a dusi¢nany (Hutners, 2006).
V Evropé je vyroba fermentovanych salamti dokumentovéna pied vice nez 260 lety v Italii,
odtud se rozsifila do okolnich zemi. V Némecku byl znam gottingsky métsky salam jiz
v roce 1734 a jesté v témze stoleti se rozsifil do dalSich zemi Evropy, do Ruska a dokonce
do Indie. V Mad’arsku se datuje pocatek vyroby tamnich tradi¢nich uherskych salama od
roku 1835 (Steinhauser, 1995). K nejvétsSimu rozmachu ve vyrobé fermentovanych mas-
nych vyrobki doslo pozdéji, nez tomu bylo u fermentovanych potravin jiného nez masného
puvodu. Ve 20. stoleti byly aplikovany nové postupy a produkéni technologie.
S dostupnosti moderniho vybaveni jako jsou kutry, michacky a nardzeCky a zejména
s objevem technologie izolace a uchovani Cistych startovacich kultur v 60. letech 20. stoleti
doslo k nejvétSimu rozmachu v tomto odvétvi. V soucasnosti existuje obrovska skala fer-
mentovanych vyrobkd, li§i se druhem masa (hovézi, veptové, ovei, kozi atd.), ale také zpi-
sobem suSeni, uzeni, pouzité technologie a samoziejmé slozenim, kofenim atd. (Hutners,
2006). Mezi nejveétsi a nejznaméejsi evropské 1 svétové vyrobee patii v dnesni dobé Némec-
ko, Spanélsko a Italie (Steinhauser, 1995). Ve Spanélsku existuje vice nez 50 druhi téchto

vyrobkii a v Némecku dokonce vice nez 350 (Hutners, 2006).

2.2 Technologické operace pri vyrobé fermentovanych trvanlivych

masnych vyrobku

Vzhledem k tomu, Ze pfi vyrobé€ fermentovanych masnych vyrobkii nedochazi k tepelnému
oSetfeni, uplatiiuji se zde jiné zplsoby, jak zajistit nezdvadnost vysledného produktu. Tyto
zpusoby jsou jakymsi souborem piekdzek (bariér), které bud’ samy o sobé&, ale spiSe vza-
jemnou kombinaci zabraiuji rozvoji nezadoucich mikroorganismi v pribéhu zrani vyrob-
ku. Pro tento soubor piekazek se pouziva oznaceni bariérovy efekt (téZ piekazkovy efekt).
Princip spociva v zabranéni naristu nezadoucich mikroorganismt v celém pritbéhu ptipra-
vy FTS (Pipek, 1998; Kamenik, 2011). Prvni a pomérné razantni piekazkou je dusitanova
solici smés, kdy obsazeny chlorid sodny snizuje pocatec¢ni vodni aktivitu masa na hodnotu
0,96 - 0,97 a dusitan inhibuje uz pii koncentraci 125 mg / kg dila (2,5 %) rtst salmonel,
klostridii, listerii a Escherichia coli. Dalsi ptekdzkou je snizeny redoxni potencial, ¢ehoz je
dosazeno ptidavkem kyseliny askorbové, askorbatu nebo erythorbatu sodného a sacharida.
V pribéhu fermentace pak redoxni potencial snizuji zeyména BMK, v této fazi dochazi k

potlaceni gramnegativni aerobni nebo fakultativné anaerobni mikroflory - Celed” Pseudo-
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moneceae a Enterobacteriaceae. Nasledna produkce kyseliny mlé¢né bakteriemi mlééného
kvaseni a s tim souvisejici pokles pH je dalsi uc¢innou bariérou, nasledovanou posledni,
pravdépodobné nejvyznamnéjsi a tou je snizeni aktivity vody k hodnotam 0,93 (Kamenik,

2011).

2.2.1 Priprava dila

Pted samotnym zacitkem piipravy FTS je nutné mit k dispozici veskeré suroviny pii
spravnych teplotach. Kvalitu vysledného vyrobku ovliviiuje mnoho faktort od samého po-
¢atku vyroby. Patfi mezi n¢ sloZeni saldmu a vzajemny pomér libové a tucné suroviny, je-
jich kvalita a teplota. Pfisady vc€etné solici smési a v neposledni fad€ i ostrost nozi kutru a

jeho konstrukce (Kamenik, 2011).

2.2.2 Zrnéni a michani

Jelikoz v pribéhu zpracovani dochazi k zahtati dila, je vhodné pouzit maso vychlazené ¢i
namrazené, piipadné ¢ast namrazeného a Cast vychlazeného masa. Tuk by mél byt vzdy
namrazeny. Zrnéni a michani bylo dfive provadéno pomoci fezacek a michacek, dnesni
technologie umoziuji spojeni téchto dvou kroki a ptipravu vSech slozek dila v jednom
stroji - kutru (Pipek, 1998). FTS se v naSich podminkach pfipravuji o velikosti zrna do 3
mm. Teplota dila by se idealné méla pohybovat mezi hodnotami -4 az -1°C k tomu napo-
muze i piidavek soli, ktery mize snizit teplotu dila az o 2°C. Nizsi teploty by mohly vést k
nedostate¢né aktivaci bilkovin, vy$8i naopak k rozmazéavani tukovych ¢éstic a tim i k va-

dam dila (Kamenik, 2011).

2.2.3 Narazeni

Obalové strevo, do kterého jsou vyrobky typicky nardzeny, dava vyslednému produktu ve-
likost a tvar. Dulezitymi faktory jsou pfi této operaci teplota dila, rychlost naraZeni, kvalita
a spravnd piiprava sttev pred narazenim a primér plnici trubky. Teplota dila by se pfi nara-
zeni méla pohybovat kolem - 2 az - 1°C. Tuto teplotu je zddouci udrzet v celém procesu
plnéni, toho lze docilit spravnou rychlosti (pfili§ vysoka rychlost vede k nadmérnému tieni
a tim 1 ke zvySeni teploty dila a mazani tuku) a co nejvétsim primérem plnici trubky (tak-
téZ omezeni nadmérného tfeni). V dnesni dob& jsou pouZivana pro vyrobu FTS zejména

celulozovéa a uméla klihovkova (kolagenni) stieva, jejich vyhodou je dostupnost a propust-
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nost pro vodni paru a slozky udiciho koufe a pfilnavost k povrchu saldmu (Kamenik,

2011).

2.2.4 Zrani

Zréani je rozhodujici fazi vyroby fermentovanych masnych vyrobki. Pojmem zrani rozu-
mime komplex procesii odehravajicich se v dile po narazeni. Proces vyroby FTS lze zjed-
nodusené popsat jako proces premény suroviny senzoricky pomérné chudé a snadno podlé-
hajici zkaze - syrové maso a sadlo - na trvanlivy produkt s vyraznymi organoleptickymi
vlastnostmi. V této fazi dochazi k fermentaci uzeni a suseni FTS. Spravny prab¢h zrani je

ovlivnén mnoha faktory, vnéj$imi i vnitinimi (Steinhauser, 1995).

Vnéjsi faktory ovliviiujici prubéh zrani

Mezi vnéjsi faktory ovliviiujici pribéh zrani patii zejména relativni vlhkost vzduch (RVV),
teplota vzduchu (TV) a rychlost proudéni vzduchu (RPV). Zrani probiha v klimatizovanych
zracich komorach, kde jsou vyrobky zavéseny na udirenskych vozech. Thned po zaplnéni
komory nastava vyrovnavaci faze, pfi niz je teplota komory nastavena na 16 - 22°C, RVV
60 - 70 % a RPV kolem 0,8 m/s. Vyrovnavaci faze trva 1-6 hodin, jeji ucel spociva v po-
zvolném vyrovnani velkého rozdilu teplot mezi vyrobkem (kolem 0°C) a teplotou ve zraci
komote, a v zabranéni pfirozené kondenzaci vody na povrchu vyrobkil. Po vyrovnani teplo-
ty vyrobki s teplotou okolniho vzduchu je nutné zvysit RVV v komote na 92 - 93 %, teplo-
tuna 22 - 26°C a RPV na 0,5 - 0,8 m/s. Vn&j$i podminky se v komofie v pribéhu zrani mé-
ni dle prave probihajici faze, ke konci zrani, ve fazi suSeni se sniZuje teplota, RPV 1 RVV

(Steinhauser 1995; Kamenik, 2011).

Vnitini faktory ovliviiujici prabéh zrani

Mezi vnitini faktory ovliviiujici pribéh zrani patii ptidavek DSS, obsah tuku v dile a veli-

kost zrn tuku a masa v dile a primér obalového stfeva (Kamenik, 2011).
Uzeni

Uzeni je technologickd operace odehravajici se v prib&hu zrani vyrobki, kterd se Casto
pouziva u FTS pro ziskdni pozadované barvy, aroma a pro mirné konzervacni a antioxi-
dacni ucinky. K uzeni dochézi pii teplotdch 20 - 25 °C, jedna se tedy o uzeni studenym
koutfem (Kamenik, 2011). Latky obsazené v udicim koufi plisobi preventivné proti ristu

plisni na povrchu obalového stfeva a maji mirny antioxidacni u€inek. Antioxida¢nim pliso-
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benim se vyznacuji naptiklad fenoly pfitomné v udirenském koufi, které deaktivuji radikaly
volnych masnych kyselin (Feiner, 2008). Udirensky kout se bézné aplikuje nékolikrat v
intervalech 1 - 3 hodiny béhem zraciho procesu a muze trvat az nékolik dni. Zakufovani se

provadi vétSinou ve zracich komorach (Steinhauser, 1995, Hui, 2012).
Suseni FTS

Suseni vyrobku na pozadovanou hodnotu ay 0,93 tvofi findlni a nejstabilnéjsi bariéru proti
rustu nezadoucich bakterii. Rychlost procesu suseni je ur¢ena vnéj$i a vnitini difizi vody v
produktu. Difuze je zavisla na rozdilu - gradientu - obsahu vody mezi produktem a jeho
okolim (RVV, ay), na druhu pouzitého stfeva, kvalité povrchu produkti, RPV a teplot¢.
Vnitini diftzi navic ovliviiuje slozeni produktu, pH vyrobki, stupen zrnéni dila a rovno-
mérnost distribuce zrn v dile (Kamenik, 2011). SuSeni nastava ve chvili, kdy jsou salamy
naveSeny na udici vozy a prevezeny do zraci komory. Chceme-li odlisit fazi suseni dila od
fermentace, mizeme fici, ze faze suseni zac¢ina poklesem pH na hodnotu 5,2. Proces suseni
musi byt Setrny k vyrobku a rychlost vypatovani vody z povrchu salamti musi byt ptizpa-
sobena rychlosti difize vody ze stiedu vyrobku k povrchu (Feiner, 2008).

Kli¢ovou roli pfi této fazi hraji fermentacni procesy, na nichz se podileji mikroorganismy
pfitomné v dile. Vzhledem k dulezitosti procesu fermentace pii vyrob¢é fermentovanych

masnych vyrobkl bude fermentaci vénovana samostatné nasledujici kapitola.
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3 FERMENTACE MASNYCH VYROBKU

Existuje n€kolik zpisobt jak nastartovat fermentaci v masnych vyrobcich. Jednim z viibec
prvnich zptsobt fermentace masa bylo pouze s pfispénim mikroflory pfirozené se vyskytu-
jici v mase (kultury laktobacild, koagulaza-negativnich kokti, mikrokokti a kvasinek). Pti-
tomnost a mnozstvi té€chto bakterii se ovSem riizni, coz Cini proces obtizn¢ kontrolovatel-
nym a vyrobit produkt s jednotnymi organoleptickymi vlastnostmi je nemozné. Sofistiko-
van¢jsi zpiisob vyroby byl tzv. vsadkovym zplisobem, kdy se k nastartovani fermentacnich
procest pouzivalo malé mnozstvi spravné vyrobeného hotového vyrobku. V soucasnosti je

nejspolehlivéjsi metodou ptidavek mrazenych, nebo lyofilizovanych mrazenych koncentra-

th kultur, které zajist'uji rychly a stabilni prubéh fermentace (Mehta, 2012).

3.1 Chemické zmény pri fermentaci

Charakteristicky fermentovany masny vyrobek je vysledkem mnoha biochemickych, fyzi-
kalnich, mikrobiologickych a senzorickych reakci. Tyto reakce jsou ovliviiovany vnéjSimi
1 vnitinimi faktory, které jsou uvedeny v kapitole 2.2.5. Zrani. VétSina z téchto reakci zahr-
nuje proteiny, sacharidy a lipidy a vyznamnou roli zde hraji endogenni a mikrobidlni en-
zymy. Obecné lze fici, Ze na celkovém aroma se podili komplex reakci, ktery mimo vnéjsi
a vnitini faktory zahrnuje enzymatické a neenzymatické reakce a chemické reakce jako je
napiiklad oxidace lipidi, Maillardova reakce nebo Streckerova degradace aminokyselin

(Lachowicz, Zochowska-Kujawska a Sobczak, 2013).

3.1.1 Sacharidy

Metabolismus sacharidii zac¢ina transportem sacharidu do bunky, kde se Gi€astni rozdilnych
interakci podle druhu fermentace. Hlavnim produktem fermentace sacharidi je kyselina
mlécna. Kyselina mlécna se v pfirod¢ vyskytuje jako pravotociva L(+), levotociva D(-)
nebo jako smés obou izomert v riznych pomérech. Pfi homofermentaci je hlavni metabo-
lickd drédha pro hex6zy Embden-Mayerhof-Parnasova dréha, pfi které se méni 1 mol hexo-
zy na 2 moly kyseliny mlééné. Pfi heterofermentaci je metabolickou drdhou 6-
fosfoglukonatova dréha, kterou vznika z 1 molu gluk6zy 1 mol CO2, 1 mol kyseliny octové
a 1 mol kyseliny mlécné. Pti vyrobé fermentovanych masnych vyrobku je zadoucim pro-

duktem kyselina mlé¢na (Hui, 2001).
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Glukoza
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Fruktéza-1,6-difosfat

Aldoza l

Glyceraldehyd 3-fosfat
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Fosfoenolpyruvat

Pyruvdt kindza

Laktat dehydrogendza

Laktat

Obrazek 2: Zjednodusené schéma fermentace
gluko6zy na kyselinu mlécnou (Upraveno dle:

Hui, 2001).

3.1.2 Proteiny

Proteolyza je jednou ze zasadnich biochemickych reakci majicich vliv na aroma chut
a texturu vyrobku. Na proteolyze se podileji jak enzymy mikrobialniho ptivodu, tak enzy-
my prirozené se vyskytujici v mase. Polypeptidy v mase podléhaji hydrolyze na oligopepti-
dy plsobenim endogennich enzymd, jako jsou svalové proteindzy calpainy a katepsiny.
(Hui, 2001; Lachowicz, Zochowska-Kujawska a Sobczak, 2013). K nejvyznamnéjsim
zménam sarkoplasmatickych bilkovin dochézi pravé béhem fermentace, béhem zrani klesa
jejich obsah uz jen nepatrné (Dalmis a Soyer, 2008). Oligopeptidy jsou pak dale hydroly-
zovany na men$i peptidy pisobenim peptidaz. Poslednim krokem proteolyzy je tvorba vol-
nych aminokyselin z peptidli plisobenim aminopeptidaz (napi. alanyl-, arginyl-, leucil-
aminopeptidazy) a je podminéna pfitomnosti protedzovych enzymi mikroorganismu. Pep-
tidy s malou molekulovou hmotnosti a aminokyseliny vedou piimo 1 nepfimo k tvorb¢ té-

kavych i netékavych aromatickych sloucenin. Tvorba volnych aminokyselin pfimo pfispiva
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k typické chuti fermentovanych vyrobkii a nepiimo pfispiva k rozvoji aroma, nebot AMK
jsou prekurzory mnoha aromatickych sloucenin. K tvorbé aromatickych sloucenin vede i
degradace urcitych AMK, napftiklad degradace valinu, leucinu a isoleucinu na methyl- al-
dehydy, kyseliny a alkoholy je tzce spojena s tvorbou typického aroma a viiné fermentova-
ného vyrobku (Hui, 2001; Lachowicz, Zochowska-Kujawska a Sobczak, 2013, Stadnik a
Dolatowski, 2015).

Sarkoplazmatické a myofibrilarni proteiny

Svalové calpainy a katepsiny
Extracelularni mikrobidlni proteindzy

Y
Polypeptidy

Svalové a mikrobidini peptiddzy

Y
Peptidy

Svalové a mikrobidlni exopeptiddzy

Y

Volné aminokyseliny

Obrazek 3: Zjednodusené schéma metabolismu pro-
teinll v prib&hu fermentace FTS (upraveno dle: Hui,

2001).
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Obrazek 4: Zjednodusené schéma metabolismu aminokyselin v prib&éhu zrani FTS (upra-

veno dle: Hui, 2001).
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3.1.3 Lipidy

Lipolyza ma vyznamny vliv na vyvoj aroma, chuti i jinych organoleptickych vlastnosti vy-
robku. Lipidy jsou hydrolyzovany enzymy za vzniku volnych mastnych kyselin, které jsou
nasledné oxidovany za vzniku sloucenin s typickym aroma. Prvnim krokem lipolyzy je
hydrolyza triacylglycerolu mikrobidlnimi enzymy a enzymy masa a tukové tkané. Koncen-
trace volnych mastnych kyselin zavisi na aktivité lipolytickych enzymt, mikrobidlnich me-
tabolickych procesech a oxidacnich reakcich. Lipolyza pokracuje uvoliiovanim mastnych
kyselin, které nasledné podléhaji enzymatickym i neenzymatickym oxidacim a vznikaji tak
jako findlni produkty karbonyly, a jiné slouceniny s nizkou molekulovou hmotnosti (alko-
holy, karboxylové kyseliny atd.). Enzymatickd hydrolyza béhem fermentace urychluje pe-
roxidaci lipidl. Diky vysokému obsahu tuku a nizké aktivité¢ vody je oxidace lipidl hlav-
nim faktorem vedoucim k nezddoucim zménam kvality, zluklé chuti a ztrat¢ pigmentace a
vitamint. Z téchto divodi je do dila pfidavan antioxidant, v naSich podminkéach nejcasté&ji
v podobé kyseliny askorbové (Kamenik 2011; Lachowicz, Zochowska-Kujawska

a Sobczak, 2013).

Triacylglyceroly
{maso a tukova tkan)

Endogenni a mikrobidlni
lipazy

Mono a diacylglyceroly Fosfolipidy

Svalové
fosfolipazy

Endogenni a mikrobidlni
lipazy

Volné
mastné kyseliny

Obrazek 5: Zjednodusené schéma metabolismu lipidii v pribéhu

zrani FTS (upraveno dle: Hui, 2001).
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3.2 Mikroorganismy pouzivané pro fermentaci

3.2.1 Bakterie mlééného kvaseni (BMK)

Bakterie mlécného kvaseni jsou grampozitivni nesporogenni mikroaerofilni bakterie, které
se fadi do skupiny homofermentativnich (resp. fakultativné heterofermentativnich) mikro-
organismu a pii fermentaci sacharidii je hlavnim produktem kyselina mlé¢na (Kamenik,
2011). Pocty BMK v dile zGstavaji v pribéhu zrani pomérn¢ stabilni. Pocet bakterii mléc-
ného kvaseni pfirozené se vyskytujicich v mase na pocatku vyroby udava rychlost narastu
BMK v dile. BMK jsou do vyrobku pfidivany v mnozstvi 10° az 10" KTJ/g (Kalhotka et.
al., 2012). Ve vyrobku nastdva v prvnich dnech zrani nériist az k hodnotam 10°KTJ/g, které
se v prib¢hu celého zraciho procesu pfili§ neméni (Gardini et. al., 2002; Kalhotka et. al.,

2012).
Antimikrobidlni ptisobeni BMK

Bakterie mlééného kvaseni tvofi vyznamnou piekazku proti riistu nezadoucich mikroorga-
nismu zejména v prvnich dnech procesu vyroby. Tento antagonisticky efekt je zalozen na
nckolika mechanismech. V prvé fad¢€ jde o kompetici o Zivotni prostor a ziviny. V dile FTS
je od pocatku vytvoieno optimalni prostiedi pro rozvoj] BMK, ty se tak mohou Iépe prosa-
dit na ukor svych konkurentti. Rychleji rostou a vyuZivaji dostupné Ziviny, které pak nejsou
dostupné pro pomaleji se vyvijejici mikroby. BMK vylucuji do okolniho prostfedi metabo-
lity a latky, z nichz mnohé maji antibakterialni uc¢inek. Tyto latky napomahaji dalsi inhibici
nezadoucich mikrob, je to naptiklad peroxid vodiku, organické kyseliny, nebo bakterioci-
ny. Bakteriociny jsou slouceniny bilkovinné povahy, které vykazuji baktericidni aktivitu
vici omezenému okruhu mikroorganismil (vétSinou uzce piibuznych s produkujicim kme-
nem). DéEli se do dvou skupin podle obsahu lanthioninu. Prvni skupina (obsahujici lanthio-
nin), také nazyvana lantibiotika, zahrnuje naptiklad nisin, lacticin. Do druhé skupiny (ne-

obsahujici lanthionin) patii pediocin, sakacin a enterocin (Kamenik, 2011, Hui, 2012).
Rod Lactobacillus

Laktobacily jsou grampozitivni, nesporogenni, anaerobni ¢i mikroaerofilni bakterie. Vyho-
dy jejich pouziti spocivaji v urychleni fermentace produkci kyseliny mlé¢né, omezeni rastu
mikrobt a jejich inhibici prostiednictvim produkce peroxidu vodiku, organickych kyselin a

bakteriocintli. K jejich vadam muze byt pfipoc¢tena pravé zminéna produkce peroxidu vodi-
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ku a organickych kyselin, které ve vyssich koncentracich mohou negativné ovliviiovat or-
ganoleptické vlastnosti dila. Nejcastéji pouzivanymi jsou v masném prumyslu Lacto-

bacillus curvatus, L. sakei, L. plantarum (Rai, Zhang a Xia, 2010; Kamenik, 2011).
Rod Pediococcus

Pediokoky jsou grampozitivni, nesporogenni, anaerobni ¢i mikroaerofilni bakterie. Jejich
ucinky jsou podobné laktobaciliim. Pfed pouzitim pediokokii jako pomérmé dominantni
kultury pti vyrob¢ fermentovanych masnych vyrobkl byla snaha o vyuziti predevs§im lakto-
bacili. Vzhledem k neuspéSnym pokusiim o lyofilizaci laktobacilii se do popiedi dostaly
pediokoky s jejichz lyofilizaci nebyl problém (Toldra, 2007). Ptestoze rod Pediococcus
nebyl diive bézné spojovan s masem, pii vyrobé FTS se osvédcil a ucinky se podoba lakto-
bacilim. Je mirn¢ halotolerantni a pfezivéa i v prostfedi s 6% koncentraci soli, mnozi se 1
pii vyssich teplotach a nema vyraznou (nezadouci) proteolytickou ¢i lipolytickou aktivitu
(Matthews, Kniel a Monthville, 2017). S objevem mrazenych koncentratd kultur, se lakto-
bacily vratily do popiedi, pediokoky se ale pouzivat nepiestaly a dodnes jsou soucasti star-
tovacich kultur. Pediokoky jsou podobné jako laktobacily homofermentativni a zkvasuji
glukozu na kyselinu mlécnou, timto okyselenim dila inhibuji nezddouci mikroorganismy
jako je Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum, Salmonellae a nékteré gramnega-
tivni bakterie a kvasinky (Toldra, 2007). Nejcastéji pouzivanymi jsou Pediococcus acidi-

lactici a P. pentosaceus (Kamenik, 2011).
Rod Lactococcus

Laktokoky jsou grampozitivni, nesporogenni, homofermentativni koky. V potravinaiském
pramyslu se pouzZivaji zejména v mlékarenstvi. Pomérné nedavno se objevily tendence pro
vyuziti tohoto mikroorganismu i v masném pramyslu pfi vyrobé fermentovanych masnych
vyrobki. Jejich vlastnosti se podobaji laktobacilim a pediokokiim, zkvasuji sacharidy na
kyselinu mlé¢nou, okyseluji tak dilo a jsou oznacovany jako projektivni kultura pro svou
schopnost produkce bakteriocinu nisinu (Kamenik, 2011; Krockel, 2013). Ve studii prova-
déné chorvatskymi védci (Frece et. al., 2014) byly prokazany funkéni a technologické
vlastnosti vhodné pro pouziti kultury v masném primyslu. Lactococcus lactis ssp lactis
vykazoval dostatecné okyseleni dila a antibakterialni Gi€¢innost proti patogennim mikroor-
ganismum. Je mozné, ze v budoucnu bude tato kultura vyuzivana jako startovaci kultura

(Frece et. al., 2014).
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3.2.2 Koagulaza-negativni koky

Jsou grampozitivni nesporulujici bakterie, které maji vliv na aroma fermentovaného mas-
ného vyrobku. Jejich vyznam pii vyrobé FTS spociva v redukcei dusi¢nanu, ptipadné dusi-
tanu, v tvorbé enzymu katalazy a v tvorbé chutové (aromaticky) aktivnich latek. Redukce
dusi¢nanu a dusitanu je nezbytna pro spravné vybarveni vyrobku, princip této reakce je
popsan v kapitole 1.2.3. Surovinova skladba fermentovanych trvanlivych salamt — sil
a solici smés. Enzym katalaza rozrusuje peroxid vodiku, ktery produkuji n€které kmeny
laktobacili. Chut’ a aroma vyrobku ovliviiuji koaguldza-negativni koky zejména produkci
enzymil. Béhem zrdni se uplatiiuji zejména mikrobidlni peptiddzy, jejichz role spociva
v sekundérni proteolyze, pfi niz se uvoliuji AMK. Hydrolyzou myofibrilarnich bilkovin
jsou uvolnovany hlavné AMK valin, leucin, fenylalanin a lysin. V praxi jsou nejb&znéji
pouzivanymi mikroorganismy této skupiny Staphylococcus carnosus, S. xylosus, nékteré
mikrokoky a kocurie (Kamenik, 2011). Pfi spontdnni fermentaci mize dojit i k pomnoZeni
dalsich stafylokoku jako Staphylococcus equorum a S. saprophyticus (Dikeman a Devine,
2014). V prabehu zrani FTS ma populace koaguldza-negativnich koku tendence klesat a to
az o jeden logaritmicky fad na ukor laktobacili. Divodem poklesu mtize byt i ptilisné oky-
seleni dila (Dalmis a Soyer, 2008). Pocty stafylokokii v dile se b&Zné pohybuji kolem 10°
KTJ/g v celé priib&hu zrani. Zvysi-li se piidavek stafylokoki do dila na zacatku 10® KTJ/g
v priibéhu zrani jejich pocty opét klesaji k 10° KTJ/g (Gardini et. al., 2002).
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Bakterie mléc¢ného kvaseni Katalaza - pozitivni koky
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Obrazek 6: Interakce BMK a katalaza - pozitivnich kokli v pribéhu fermentace mas-

nych vyrobkt (Staruch et al., 2006).
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4 PODMINKY UVADENI FERMENTOVANYCH TRVANLIVYCH
MASNYCH VYROBKU NA TRH
Vynatky z vyhlasky 69/2016 o pozadavcich na maso, masné vyrobky, produkty rybolovu a

akvakultury a vyrobky z nich, vejce a vyrobky z nich tykajici se zaClenéni fermentovanych

masnych vyrobk a jejich oznaCovani, jakosti a uvadéni na trh.

Tabulka 1: Clenéni masnych vyrobkd a masnych polo-

tovarti na druhy a skupiny (Cesko - vyhlaska 69/2016).

Druh Skupina
Masny vyrobek | tepelné opracovany
tepelné neopracovany

tepelné neopracovany pro tep. Upravu

trvanlivy tepelné opracovany
trvanlivy fermentovany
konzerva

polokonzerva

Oznacovani

e Na masné vyrobky a masné polotovary v technologickych obalech se pohlizi jako

na potraviny nebalené.

e Oznaceni masa podle Zivo€isného druhu zvifat 1ze v ndzvu masného vyrobku nebo
masného polotovaru pouzit, obsahuje-li masny vyrobek nebo masny polotovar nej-
méné 50 % hmotnostnich uvedeného masa z celkového obsahu masa pouZitého pti
jeho vyrobé.

e Masné vyrobky se ozna¢i nazvem druhu a skupiny jako vyrobek tepelné opracova-
ny, tepelné neopracovany, tepeln¢ neopracovany pro tepelnou upravu, trvanlivy te-
pelné opracovany, trvanlivy fermentovany, konzerva a polokonzerva. Nazvy mas-
nych vyrobkt, u kterych jsou specifikovany pozadavky na slozeni, smyslové poza-
davky a chemické a fyzikalni znaky, nelze pouZzivat pro jiné masné vyrobky, které

témto pozadavkim neodpovidaji.
PoZadavky na jakost

e Pii nakrojeni masnych vyrobkil nesmi u nich dochéazet k uvoliovani vody nebo tu-
ku. Vlozka masného vyrobku nesmi vypadavat z nédkroje. V nakroji nesmi byt cizi

¢asti, které netvoii soucast slozeni masného vyrobku, a otisky razitek. V nékroji ne-
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smi byt nezpracované casti, tuhé kiize a kolagenni ¢asti, shluky kofeni nebo jinych

slozek, pokud nejsou charakteristickym znakem vyrobku.

Povrch masnych vyrobkii nesmi byt oslizly, lepkavy, netypicky svrastély nebo po-
rostly plisni, pokud se nejedna o uSlechtilé druhy plisni charakteristické pro dany
vyrobek, ani jinak naruseny. Chut’ masného vyrobku musi byt typicka pro dany vy-

robek, nesmi vykazovat cizi pfichuté nebo ptichut’ po narusené suroving.

Pozadavky na slozeni vybranych trvanlivych fermentovanych masnych vyrobkl
jsou u vyrobki poli¢an, herkules, dunajské klobasa, lovecky salam a paprikas stej-
né. Musi obsahovat hovézi a vepfové maso a nepfipousti se u nich pouziti vlakniny,
masa zvitat jinych zivoc¢isnych druht, strojné¢ oddélené¢ho masa, a bilkovin jinych

zivoci$nych druhtl a bilkovin rostlinnych.

Chemické a fyzikalni pozadavky na slozeni vybranych masnych vyrobki

Tabulka 2: Pozadavky na obsah ¢isté svalové bilkoviny a

tuku ve vybranych fermentovanych vyrobcich (Cesko -

vyhlaska 69/2016).
i Cista svalova bilkovina |obsah tuku
Vyrobek e o
(% hmot. Nejméné) |(% hmot. Nejvyse)
Polic¢an 16 50
Lovecky salam 15 50
Dunajska klobasa (14 55
Paprikas 14 50
Herkules 14 50

Uvadéni na trh

Nebalené nakrajené masné vyrobky musi byt prodany nejpozdéji v den nasledujici
po dni jejich nakrdjeni v misté prodeje. Masné vyrobky, které byly nakrdjeny a ba-
leny ptfed doddnim do mista prodeje za Gcelem jejich prodeje jako nebalené potra-
viny, musi byt prodany nejpozdéji v den nasledujici po dni jejich rozbaleni v misté

prodeje.

Zabalené nakrajené masné vyrobky musi byt zabaleny bez zbyte¢ného prodleni po

nakrdjeni v misté prodeje.
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e Masné vyrobky, které byly nakrdjeny a baleny pfed dodanim do mista prodeje za
ucelem prodeje jako zabalené potraviny, musi byt v misté prodeje zabaleny bez

zbyte¢ného prodleni po rozbaleni.

e Zabalené nakrajené masné vyrobky musi byt bezprostiedné po zabaleni oznaceny

datem zabaleni a datem pouzitelnosti

e U krajenych masnych vyrobkl provozovatel potravindiského podniku zaznamena a
eviduje datum jejich nakrdjeni v misté prodeje nebo datum rozbaleni, pokud byly

nakrajeny pfed dodanim do mista prodeje.

e Masné vyrobky s pokryvem kofeni nebo s jinou nestabilni povrchovou tpravou se
uvadéji na trh balené nebo zabalené s vyjimkou prodeje a nabizeni k prodeji spotte-

biteli (Cesko - vyhlaska 69/2016).
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem préce bylo zjistit, jakym zptsobem ovliviiuji jednotlivé vybrané kultury mikroorga-

nismil finalni produkt z pohledu aminokyselinového slozeni.

Pro dosazeni cile bylo tieba:

Zpracovat literarni reSerSi, kterda zahrnuje charakteristiku a technologii vyroby tr-

vanlivych fermentovanych masnych vyrobki.

Pfi popisu zrani se zaméfit na fermentaci, béhem které nastavaji nejvetsi zmény

v aminokyselinovém slozeni vyrobku.

Pro zpracovani praktické ¢asti bylo nezbytné naplnit tyto cile:

Vyrobit modelové vzorky trvanlivych fermentovanych salamii za pouziti Sesti rtz-

nych mikrobidlnich kultur.

Pti vyrob¢ pouzit lyofilizované mikrobialni kultury vyrobené firmou Christian Han-
sen CZ s.r.o0. a to Staphylococcus carnosus, Lactobacillus sakei, Lactobacillus cur-
vatus, Lactococcus lactis ssp. lactis, Pediococcus pentosaceus a Pediococcus acidi-

lactici, a ptipravit srovnavaci vzorek bez ptidavku kultury.

Provést odbéry vzorkl ve fazich tésné po naraZeni, po fermentaci a po ukonceni 1.,
2. a 3. tydne zrani a u téchto odbér vzorkl stanovit obsah celkovych, volnych a

vazanych aminokyselin.

Modelové vzorky déle podrobit, ve stejnych odbérech chemické a mikrobiologické

analyze.

vyhodnotit vysledky a vyvodit zavéry.
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6 METODIKA PRACE

6.1 Popis experimentu

Experiment spocival ve vyrobé modelovych vzorkl trvanlivych fermentovanych salamut
s ptidavkem Sesti riznych mikrobialnich kultur, dale v odbérech vzorkli ve specifickych
asech (popsano v nasledujici podkapitole 6.2 Casovy priibéh experimentu) a v provedeni
naplanovanych analyz. Pro t€ely experimentu byly pouzity lyofilizované mikrobialni kultu-

ry vyrobené firmou Christian Hansen, CZ, s.r.o.. Jednalo se o nasledujici kultury:
o Staphylococcus carnosus, CS 300, jedno-kmenova kultura
e Lactobacillus sakei B2, bioprotektivni kultura
e Lactobacillus curvatus , B-LC-48, bioprotektivni kultura
e Lactococcus lactis ssp. lactis RUBIS, bioprotektivni kultura
e Pediococcus pentosaceus LHP, rychle fermentujici kultura
e Pediococcus acidilactici B-LC-20, bioprotektivni kultura

Pti vyrob¢ fermentovaného vyrobku typu byl odebran vzorek dila (2 salamy, jeden pro mi-
krobiologii a druhy pro chemické analyzy) bezprostfedné po narazeni. Tento vzorek byl
pievezen z vyroby ve sterilnim obalu a v chladicim boxu do Zlina. Nejdiive byl vzorek
zvéazen, pro pozdéjsi vypocet ibytku hmotnosti v pribéhu zrani. Jeden ze salamt byl umis-
tén do fermentac¢ni komory, kde probihalo méfeni pH v prubéhu fermentace. Vzorek byl
zbaven obalu, rozmélnén v pfistroji Stephan a uchovan v lednici pro pozd¢€jsi analyzy. Pri-
oritou ovSem bylo co nejdiive provést mikrobiologické analyzy. Poté co byl vzorek zvazen,
a rozmélnén, byl cely jeden saldm odnesen do mikrobiologické laboratofe na budové Ul.
Po sterilnim odebrani vzorku a ptipravé desitkového fedéni nasledovalo ockovani roztérem
na predem pfipravené Petriho misky. Po uloZeni Petriho misek do termostatu bylo mozno
navratit se na budovu U3 a pokracovat v navazovani vzorki na stanoveni susiny a méfeni
pH vzorku. Zbytek vzorku byl zamraZen pro pozd¢jsi vyuZiti pfi stanovovani tukl a bilko-
vin vzorku a volnych a vazanych aminokyselin. Takto byly zpracovany vSechny vzorky ve

vSech fazich odbéru i referencni vzorek bez pridavku jakékoliv mikrobidlni kultury.
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6.2 Casovy pritbéh experimentu

Experiment byl zahdjen na podzim roku 2016, kdy ndm po domluvé s mistnim vyrobcem
masnych vyrobkil bylo umoznéno pfipravit v malém mnozstvi tyto vyrobky pfti jejich béz-
ném vyrobnim procesu. Experiment bylo potieba peclivé naplanovat a skloubit Casové
moznosti vSech zuCastnénych s moznostmi vyuzivani laboratofi pro dané analyzy. Odbéry
byly provadény ve specifickych cyklech a ¢asech tak, aby byly vzdy provadény ve stejnou
dobu. Ziskavani vzorki a prvni analyzy byly provedeny v ramci asi dvou mésict. Vzorek
odebrany pted narazenim dila, nésledoval odbér vzorku po dalsich 72 hodinach, respektive

po fermentaci, nasledoval odbér po prvnim, druhém a tietim, poslednim tydnu zrani.
1. den — Odbér ihned po narazeni

3. den — odbér po fermentaci 72 hodin

10. den — odbér po prvnim tydnu zrani

17. den — odbér po druhém tydnu zrani

24. den — odbér po tfetim tydnu zrani — respektive po ukonceni zraciho procesu.

Piesna data odbérii a konkrétni odbéry jsou uvedeny v piiloze I CASOVY PRUBEH
EXPERIMETU

6.3 Vyroba modelovych vzorki

Jak uz bylo zminéno vySe, vyroba vzorkll probihala ve spolupraci s mistni firmou. Aplika-
ce vybranych mikrobidlnich kultur se provadéla do malé ¢asti dila, které bylo zpracovavano
béZznym technologickym postupem. Provozni receptura vyrobku byla zachovéna, jediny
rozdil tedy spoc€ival v pouZiti jinych kultur. Pfi vyrobé byla pouZita surovinova skladba pro
salam polican se smési kotfeni Lovecky II Bio (pepf, titinovy cukr, ¢esnek, glukodza, kyseli-

na askorbova (E300), kmin, hiebicek).
SloZeni vyrobku (na 100 kg dila)

25 kg veptova plec (V2)

25 kg veptova plec (V3)

25 kg hovézi maso (H2)

25 kg veptove sadlo (V8, V9)
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1 kg smés koteni - Lovecky II Bio

+ mnozstvi startovaci kultury doporuc¢ené vyrobcem
e Staphylococcus carnosus 25 g/ 100 kg
e Lactobacillus sakei 25g/200kg
e Lactobacillus curvatus 25 ¢g/200 kg
e Lactococcus lactis ssp. lactis 25 g/ 100 kg
e Pediococcus pentosaceus 42 g/ 225 kg
e Pediococcus acidilactici 25 g/ 100 kg

Namrazené maso a mrazené sadlo byly spole¢né kutrovany spolu s dal§imi pfisadami do
dosazeni pozadované velikosti zrna. Dilo bylo plnéno do fibréznich stfev Visko o priméru
61 mm (50 % regenerovana celuldza, 25 % dlouhovlaknity papir, 20 % zmékcovadla, 5 %
voda) a tloust’ce 80 mikront + 25 %. Pfed samotnym pouzitim byla stfeva namocena v
¢isté vode o teploté mezi 30 - 50°C po dobu 30 minut. Po narazeni byly saldmy povéSeny
na udici vozik a ptevezeny do zraci komory. Ve zraci komoie prob¢hla nejdiive vyrovna-
vaci faze nasledovana fermentaci za danych podminek a vyrobky byly dale ve stejné komo-
fe uzeny studenym koufem a suSeny. Podrobny rozpis teplot, ¢asti a RVV v pribéhu zrani

je uveden v

6.4 Pouzité metody analyz

6.4.1 Zakladni chemicka analyza

Stanoveni obsahu suSiny — do aluminiové misky s piskem bylo navaZeno 5 g zhomogeni-

zovaného vzorku s piesnosti na 4 desetinna mista, pfidano 5 ml etanolu a sklenénou ty€in-
kou rozmichéano. Takto ptipravené vzorky byly suSeny v susarné pfti teploté 105 °C do kon-
stantni hmotnosti (4,5 hodiny). Po vychladnuti byl vzorek zvaZen s piesnosti na 4 desetinna

mista.

Hodnota pH byla méfena vpichovym pH metrem v pribchu zrani a zdznamovym pH me-

trem v prubéhu fermentace.
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Stanoveni ubytku hmotnosti bylo vyjadieno procentudlné z prubéznych hodnot véazeni

vzorku pfi kazdém odbéru.

6.4.2 Mikrobiologicka analyza

Mikrobiologicka analyza byla provadéna jako jedna z prvnich analyz hned po pfijmu vzor-
ku v den odbéru. Ze vzorku celého salamu v technologickém obalu bylo steriln¢ odebrano
5 g vzorku a rozmichano v 45 ml sterilniho fyziologického roztoku. Takto pfipraveny vzo-
rek se 3 minuty homogenizoval na pfistroji Stomacher. Z ptipraveného homogenizovaného
roztoku vzorku byla pfipravena sada desitkového fedéni (107! az 107, dle pouzité pudy,
stanovovaného mikroorganismu a ocekdvaného narlstu kolonii). Na pfipravené sterilni
Petriho misky s ptidami bylo metodou roztéru sterilni hokejkou rozetfeno vzdy 0,1 ml
vzorku o daném fedéni. Takto pfipravené misky byly kultivovany pfi riznych ¢asech a tep-
lotach a poté byly spocitany narostlé kolonie a spocitany kolonie tvofici jednotky (dale jen
KTJ) na gram vyrobku. U vzorkl byla vZdy naockovana pida PCA pro stanoveni celkové-
ho poc¢tu mikroorganismti a pida pro stanoveni dané¢ho mikroorganismu. V piipad¢ stafy-
lokokt byla kultivovana pida PCA a MSA, u laktobacilil to byla pida PCA a MRS a u
pedikokti pida PCA a M17+glukoza. U vSech vzorkd byly zaroven kultivovany pudy
ENDO a CHYGA pro kontrolu (klesajiciho) mnoZstvi enterobakterii a plisni a kvasinek.

Pouzité roztoky a agary

e Fyziologicky roztok (0,9 % roztok NaCl)

Ptiprava: 9 g smési bylo rozpusténo v 1000 ml destilované vody. Po rozpusténi byla smés

sterilizovéana v autoklavu (121 °C, 15 minut).
e PCA — Plate Count Agar (HiMedia)

Piida pro stanoveni po¢tu mikroorganizmi ve vodé€ a potravinach.

GIUKOZA ...t 15,0 g/l
Enzymaticky hydrolyzat kaseinu .............cccoeeiiniiiniiniiinieeeeie e, 5,0 g/l
KvasniCny eXtrakt .......cccveeeiiieiiieeiie e 2,5 g/l
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Ptiprava: 23,5 g smési bylo rozmichano v 1000 ml destilované vody. Po rozpusténi sterili-
zace v autoklavu (121 °C, 15 minut) a poté za aseptickych podminek rozlita na Petriho

misky. Kultivace probihala pii 30 °C po dobu 48h.
e MRS — De Man Rogosa Sharpe Agar (HiMedia)

Agarova puda urcena pro detekci mlécnych tyCinek rodu Lactobacillus.

DEXIIOZA ..ottt et e ea 200 g
MASOVY PEPLOM «.eviiieeiiiiieeeiiee e et ee e ettt e e e et e e e eseteeeesntaeeeeensaeeesennsaeeeennns 10,0 g
HOVEZI @XIIAKL ...oeiiiiiiiiieiieeeee et 10,0 g
CIrAN SOANY ..veenriiiiiiieieeteee ettt sttt et 50¢g
OCLAN SOANY ..ttt ettt ettt e et et e e saeebeesaaeesseessbeenseeenseenseennne 50¢g
KVasniCny eXtrakt ........c.ceouiiriiiiiieiienie ettt 40¢g
Hydrogenfosfore¢nan (di)draselny ...........cccoovveeeiieniiiiienienciieieeieeeeeen 20¢g
POLYSOTDAL 80 ... 10g
Heptahydrat siranu hofenatého ............ccccveeiieiiiniiieniieieeeeeeee e 0,1g
Tetrahydrat siranu manganatého ............cccevvieiiiiiiineiee e, 0,05¢
ALGAT oottt e e e et ee e abeeeabee e taeeenaeeeas 150¢g

Piiprava: Bylo navaZeno 67,15 g smési do 1000 ml destilované vody. Po rozpusténi byla
smés sterilizovdna v autoklavu piti teploté 121 °C po dobu 15 minut a poté za aseptickych

podminek rozlita na Petriho misky. Kultivace probihala pti 30 °C po dobu 48h.
e MSA — Mannitol Salt Agar (HiMedia)

Selektivni médium k izolaci stafylokokdl.

MaASOVY EXLTAKE ..eoveveeeiiieeiieeciee et e e e 1,0 g/1
PEPIOM .. 10,0 g/l
(0] 111075 10 AT 16 1 2SR . 75,0 g/l
D-mannitol .......c.ooiiiiiiiiiieie e e 10,0 g/l
Fenol COTVEM ......ooiviiiiiiiiiee ettt e 0,025 g/l
ALAT ot ettt ettt et e et e enbeennaeentean 15,0 g/l

Ptiprava: navazka 111,02 g smési byla rozmichéna v 1000 ml destilované vody. Po rozpus-
téni byla smés sterilizovana v autokldvu (121 °C po dobu 15 minut) a poté za aseptickych

podminek rozlita na Petriho misky. Kultivace probihala pti 30 °C po dobu 48h.
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e MI17 + glukosa 5 %

Zivny agar pro kultivaci a zjistovani po&tu mléénych streptokoki a pediokok.

Y PEOM. .ttt e e st e e st ee e s e e e s ateeesnseeesnseeesaeeenes 2,5 g/1
MaSO-PEPLONOVY QAT ......eerurieiieeireeirieeieerieeeteeseeeteenseesseesseeesseessnesses 2,5 g/l
S0jO-pEPtONOVA MOUCKA. .....c.uvieeiiieeiieeeiie ettt e S5¢l1
MaSOVY EXLIAKL.....eotieiiieiieeie ettt et 5,0 g/l
Kvasnicny eXtrakt........cccveeeuiieiiiieiiie et 0,025 g/1
LaKEOZA. .. vieneieeieeiie ettt ettt ettt sttt e beenaeen 5,0 g/l
Glycerolfosfat SOANY......cccueriiriiiiiiiiicee e 19,0 g/l
SIran NOTECNALY.......eeeiiiiieiieeiieeee et be e ees 0,25 g/l
Kyselina askorbOVA..........cooeiiiiiiiiiiiiiee e 0,5 g/l
ALAT ottt e ae e e e e teeenbeenaaeenbeeneas 15,0 g/l

+ 5% ptidavek glukozy (50 g na 1000 ml)
Ptiprava: navazka 111,02 g smési byla rozmichana v 1000 ml destilované vody. Po rozpus-
téni byla smés sterilizovana v autokldvu (121 °C po dobu 15 minut) a poté za aseptickych

podminek rozlita na Petriho misky. Kultivace probihala pii 30 °C po dobu 48h.
e ENDO Agar (HiMedia)

Pouziva se pro detekci laktoza-pozitivnich a laktdza-negativnich enterobakterii.

MaASOVY PEPLON ettt ettt ettt eesabee e 10,0 g/1
LaKEOZA ... e e e 10,0 g/l
SIFICIEAN SOANY ..enviiniiiiiiiiieieete ettt 2,5 g/l
Hydrogenfosforecnan (di)draselny .........ccccoocveveviieeriiiiiniiiniiieeieeeeeee 3,5 g/l
Bazicky fUSChIN ......cocviiiiiiiiiiiic e 0,5 g/l
ALGAT oottt e e e e b e e e e e e enbaeennbeeenree s 15,0 g/l

Ptiprava: Bylo navdzeno 41,5 g smési do 1000 ml destilované vody. Po rozpusténi byla
smés sterilizovana v autoklavu pii teploté 121 °C po dobu 15 minut a poté za aseptickych

podminek rozlita na Petriho misky. Kultivace probihala pti 30 °C po dobu 48h.
e CHYGA - Chloramfenicol Yeast Glucose Agar (HiMedia)

Pouziva se k detekci a stanoveni poc¢tu kvasinek a plisni v potravinach. Kvasni¢ny extrakt
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a glukoza podporuji riist kvasinek a plisni, zatimco chloramfenikol potlacuje rtst kontami-

nujicich bakterii.

KvasniCny eXtrakt ........cccvveiiiiiiiieeciie et 5,0 g/l
GIUKOZA ...ttt et 20,0 g/1
ChIoramfenikol .........cocuiiiiiiieciie e 0,1 g/1
ALAT . ettt ettt e b e e baeenbeennaeenreas 15,0 g/l

Ptiprava: 41,1 g smési byla rozmichano v 1000 ml destilované vody. Po rozpusténi byla
smeés sterilizovana v autoklavu (121 °C, 15 minut) a poté za aseptickych podminek rozlita

na Petriho misky. Kultivace probihala pti 23 °C po dobu 120h.
Pouzité pomiicky a vybaveni

Automatické pipety, Spicky, Petriho misky, laboratorni vahy, odmérny vélec, zkumavky,
sklenéné hokejky, stomacher, vortex, kahan, Autoklav Systec 2540 EL, termostat, ethanol,

destilovana voda.

6.4.3 Stanoveni volnych aminokyselin

Piiprava vzorkt pro stanoveni FAA (Free Amino Acids = volné aminokyseliny)

Navazka 1 g rozmélnéného vzorku na analytickych vahéach byla dobfe promichéna s 10 ml
0,6 M kyseliny chloristé. Néasledn€ byla tato smés 30 minut tfepana na tfepacce, poté od-
sttedéna pii 6000 otackach po dobu 5 minut. Supernatan byl pfelit do 25 ml odmérné ban-
ky. Tento postup byl opakovan jesté¢ dvakrat, ovSem s niz§im piidavkem 0,6 M kyseliny
chloristé a to 7 ml. Poté byla 25 ml odmérna banka doplnéna po rysku 0,6 M kyselinou
chloristou a prefiltrovana ptes papirovy filtr KA3 do kadinky. Roztok byl dale prefiltrovan
do kalibrovanych mikrozkumavek eppendorf 1,5 ml pfes stfikackovy membranovy filtr
s porozitou 0,45 um a davkovan do chromatografického systému. Stanoveni probé&hlo po-
moci piistroje HPLC Agiland technology. HPLC s ptedkolonovou derivatizaci pomoci
AQC (6-aminoquinolyl-N-hydrosysuccinimidyl carbamate) s DAD detekci (UV/VIS detek-

tor s diodovym polem).
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6.4.4 Stanoveni celkovych aminokyselin

6.4.4.1 Kysela hydrolyza

K navéazce 75 mg vzorku masného vyrobku s ptesnosti 0,0001 g bylo pfidano 15 ml 6 M
HCI, takto ptipraveny vzorek se nechal 30 s probublat argonem a zaviené vialky byly umis-
tény do termobloku, kde po dobu 23 hodin probihala pii 117°C kyseléd hydrolyza. Po ukon-
¢eni hydrolyzy a vychlazeni vialek byl jejich obsah kvantitativné preveden 0,1 M HCI pies
filtra¢ni papir do odpafovaci baiiky a odpafen na vakuové rotacni odparce s teplotou lazné
52°C do sirupovité konzistence. Odparek byl poté rozpustén v n¢kolika ml redestilované
vody a znovu odpaten, tento postup byl opakovan celkem ttikrat. Odparek byl poté kvanti-
tativné preveden sodno-citratovym pufrem o pH 2,2 do 25 ml odmérné batiky. Nasledné
byl takto piipraveny vzorek prefiltrovan pies stiikackovy membranovy filtr s porozitou
0,45 pm do mikrozkumavek eppendorf 1,5 ml a umistén do automatického analyzatoru

aminokyselin AAA 400, Ingos s.r.0. Praha.

Chromatografie s pribé¢hem na koloné¢ ionexu prostfednictvim ndrlstu pH, iontové sily a

teploty.
Kolona: sklenénd ID 3,7 mm, sloupec 350 mm

Detektor: fotometr dvoukanalovy 440 a 570 nm, objem kyvety 5 ul

6.4.4.2 Oxidativni hydrolyza

Pii stanoveni AMK kyselou hydrolyzou dochazi ¢astecnému zniceni AMK obsahujicich
siru — metionin a cystein, proto jsou tyto dv€ aminokyseliny stanoveny po pfedchozi oxida-
ci. Nejdiive byla pfipravena oxidac¢ni smés peroxidu vodiku (30%) a kyseliny mravenci
(85%) v poméru 1:9. Tato smés byla ponechéna 2 hodiny v digestofi a ndsledné vychlazena
15 minut v chladnicce. Poté byla pfidana v mnoZstvi 15 ml k navéazce 1 g vzorku (navazka
s ptesnosti 0,0001 g) v 50 ml zkumavce a ponechana cca 20 hodin v chladnicce. K takto
oxidovanému vzorku bylo pfiddno 50 ml 6 M HCI a baiika byla umisténa do olejové 1azné,
kde probihala oxidativni hydrolyza po 23 hodin pfi teploté 118°C. Po ukonceni hydrolyzy a
vychladnuti baiiky byl jeji obsah kvantitativné pifeveden 0,1 M HCI pftes filtracni papir do
250 ml odmérné banky a doplnén 0,1 M HCI po rysku. Z filtratu byla odebrana alikvotni

¢ast 25 ml a prevedena do odpatovaci bariky, ve které byla odpafena na vakuové rotacni
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odparce pfi teploté lazné 50°C. Odparek byl nasledné rozpustén v nékolika ml redestilova-
né vody a znovu odpaten, tento krok se opakoval celkem tfikrat. Néasledné¢ byl odparek
kvantitativné preveden sodno-citratovym pufrem o pH 2,2 do 25 ml odmérné banky, na-
sledné pftefiltrovan pies stitkackovy membranovy filtr s porozitou 0,45 pm do mikrozku-
mavek eppendorf 1,5 ml a umistén do automatického analyzatoru aminokyselin AAA 400,

Ingos s.r.o. Praha.

Chromatografie s pritb¢hem na kolon¢ ionexu prostiednictvim narastu pH, iontové sily a

teploty.
Kolona: sklenéna ID 3,7 mm, sloupec 350 mm

Detektor: fotometr dvoukanalovy 440 a 570 nm, objem kyvety 5 ul
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Zakladni chemicka analyza

7.1.1 SuSina

Susina byla stanovena u vSech odbérii a primérné procentualni hodnoty obsahu susiny jsou

uvedeny v tabulce niZe.

Tabulka 3: SuSina vyrobkil v prabéhu

zrani.
Den odbéru Susina vyrobku [%]
1. 51,88 £+ 1,58
3. 55,55+ 2,36
10. 64,38 £ 2,43
17. 67,81 +1,99
24. 71,26 £ 1,27
aa
70
60 —| —
S 50 ay [ ] M [ O1.den
g 40 H 0 3.den
£
& 30 @ 10.den
20 | W 17.den
10 H W 24.den
0
S.c. L.s. L.c. Le. I P.p. P.a. bk
Vzorek

Obrazek 7: Susina vzorki v jednotlivych odbérech v pribéhu zrani

Susina vzorkl byla v jednotlivych odbérech podobna. V prvnim odbéru ihned po narazeni
byla stanovena na 51,88 + 1,58, po tfidenni fermentaci (odbér 3. den) byl zaznamenén na-
rust susiny na hodnotu 55,55 + 2,36. K nejvétSimu nérastu podilu suSiny doslo mezi 3. a
10. odbérem, tedy po prvnim tydnu zréni, kde se mnozstvi suSiny zvysilo az na 64,38 +

2,43. Ve zbyvajicich dvou odbérech nedoslo k tak vyraznému navyseni, ptesto je patrné, ze
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proces suSeni dale pokracoval, coZ potvrzuje hodnota suSiny stanovend v 17. dni a to 67,81
+ 1,99. Posledni hodnotou namétenou 24. den od vyroby, odpovidajici hotovému vyrobku

byla hodnota 71,26 + 1,27.

7.1.2 pH

Hodnota pH byla méfena v pribéhu zrani vpichovym pH metrem u jednotlivych vzorki
kultur. Ve vSech ptipadech vcetné referencniho vzorku doslo k vyraznému poklesu pH po

fermentaci.

Tabulka 4: pH vzorkt v prib¢hu zrani

Vzorek
Den odbéru

bk S.c. L. s. L.c. |Lc.l.sspl| P.p. P. a.
1. 5,64 5,67 5,69 5,51 5,56 5,63 5,52
3. 4,99 5,05 5,01 4,98 5,13 4,96 5,21
10. 5,31 5,10 4,76 5,01 5,34 5,16 5,15
17. 5,24 5,27 5,32 5,15 5,20 5,18 4,87
24, 5,03 5,02 5,17 5,23 5,28 4,91 4,73

Smérodatna odchylka se u v§ech hodnot pohybovala v rozmezi od 0 do 0,015.

5,8
5,7
56 -
55 -
54 -

- 53 -

F52 -
51 - W bez kultury
50 +
4,9
4,8 -
4,7 -
3. 10. 17. 24,

Den odbéru

Obrazek 8: pH referen¢niho vzorku bez pfidané mikrobidlni kultury v

prubéhu zrani
U referencniho vzorku doslo k vyznamnému poklesu pH po fermentaci a to z pocatecni
hodnoty 5,64 na hodnotu 4,99. Tento pokles je pravdépodobné zplisoben nezaddouci konta-

minaci dila, nebot’ veskeré vzorky byly vyrdbény v béznych provoznich podminkach. v
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nasledujicim odbéru po prvnim tydnu zréni (10. den) byl zaznamenan narist pH na hodno-

tu 5,31 a poté opétovny pokles po druhém tydnu zrani na 5,24, po tfetim na 5,03.

58
5,7
56
55 1
54 +
:5-5,3 -
5,2
51 -

50 +
4,9 ~
4,8
4,7 -
1. 3. 10. 17. 24.

Den odbéru

W S. carnosus

Obrazek 9: pH vzorku s ptidavkem kultury Staphylococcus carnosus v

pribéhu zrani.
U vzorku s ptidavkem mikrobialni kultury S. carnosus byl zaznamenan prudky pokles pH
po fermentaci. Z poc¢ateni hodnoty pH 5,67 doslo k poklesu na hodnotu 5,05. Tato hodno-
ta neztstala konstantni a zvySovala se v pribéhu zrani az na hodnotu 5,27 v odbéru po 2.

tydnu zrani (17. den). Poté byl opét zaznamenén pokles hodnoty a to na 5,02.

5,8
5,7
5,6
5,5
5,4
= 53
5,2

5,1 W L. sakei
5,0
4,9
4,8
a7
1. 3. 10. 17. 24,

Den odbéru

Obrazek 10: pH vzorku s ptidavkem kultury Lactobacillus sakei v pribe-

hu zrani.
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Vzorek s ptidavkem mikrobidlni kultury L. sakei se také vyznacoval razantnim poklesem
pH po ukonceni fermentace. Pokles byl pozvolny a pokracoval i v prvnim tydnu zrani. Z
pocatecni hodnoty 5,69 klesl po fermentaci na hodnotu 5,01 a po prvnim tydnu zrdni az na
hodnotu 4,76. Poté nasledoval nariist na hodnotu 5,32 po druhém tydnu zréni a mirny po-

kles na hodnotu 5,17 po ukonceni zrani.

5,8
5,7
5,6
55
54
- 53

&52 -
51 - W L. curvatus
50 +
49 -
4,8
4,7 -
1. 3. 10. 17. 24.

Den odbéru

Obrazek 11: pH vzorku s ptidavkem kultury Lactobacillus curvatus v

prabéhu zrani.
Fermentovany vyrobek s piidavkem kultury L. curvatus vykazoval podobny trend jako
ptedchozi vzorky. Z poc¢atecni hodnoty 5,51 na 4,98 po fermentaci. 10. den od vyroby do-
Slo pouze k velmi nepatrnému naristu na hodnotu 5,01. Po druhém tydnu zrani se tato

hodnota déle zvySovala ptes 5,15 (17. den) az 5,23 po ukonceni zréni.
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5,8
5,7
5,6
55 -
54 -
53

52 -
51 - M Lc. lactis ssp. lactis
50 -
4,9 -
4,8 -
4,7 -
1. 3. 10. 17. 2

4.

I

Den odbéru

Obrazek 12: pH vzorku s ptidavkem kultury Lactococcus lactis ssp. lac-

tis v prab&hu zrani.
Mikrobialni kultura Le. lactis ssp lactis prokazala podobnou schopnost okyseleni dila jako
ptedchozi kultury. K nejvyraznéjs§imu poklesu doslo po fermentaci z hodnoty 5,56 na 5,13.
V 10. dnu nésledoval nartst na 5,34 a poté mirny pokles v dal§im odbéru na 5,20. Po

ukonceni zrani byla stanovena hodnota pH 5,28.

5,8
5,7
56 -
55
54 -

- 53 -

252 -

51 - M P. pentosaceus
50 -
4,9 -
= 1 8
4,7 -
1 3. 10. 17. 24,

Den odbéru

Obrazek 13: pH vzorku s ptidavkem kultury Pediococcus pentosaceus v

prabéhu zrani.
Trend ziistal zachovan i s pouzitim kultury P. pentosaceus, kdy byl pokles pH po fermenta-
ci z 5,63 na 4,96 nasledovan nartistem pH v 10. dni odbéru na 5,16. V dalsim odbéru takika

nedoslo ke zmén¢ pH nebot’ naméfend hodnota byla 5,18. Kone¢né hodnota pak 4,91.
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5,8
5,7
5,6
5,5 4
54 -
=53 -
¢5,2 -
51 W P. acidilactici
5,0 +
49 -
4,8 .
4,7 - -
1. 3. 10. 17. 24,
Den odhéru

Obrazek 14: pH vzorku s ptidavkem kultury Pediococcus acidilactici v

prib&hu zrani.
Pediococcus acidilactici pouzity v tomto piipad€ zpisobil okyselovani dila po celou méfe-
nou dobu zrani. Vyrazny pokles byl zaznamenan po fermentaci z hodnoty 5,52 na 5,21.
Nasledoval mirnéjsi pokles mezi fermentaci a ukon¢enym prvnim tydnem zrani na hodnotu
5,15. Dal$im pomérn¢ vyraznym poklesem byl nésledujici, kdy hodnota klesla na 4,87. Na
konci zrani byla hodnota pH 5,73.

5,8
5,7
5,6
5,5 —e— Dbk
5r4 —m—S. .
5,3
T ——L.s.
252
5’1 —8—L.c.
50 —=m—lc.l.sspl.
4,9 —e—P.p.
4.8
a7 —=i—P.a.

Den odbéru

Obrazek 15: Srovnani pH vzorki v prubéhu zrani
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7.1.3 Ubytek hmotnosti

Ubytky hmotnosti byly poéitany jako procentualni vyjadieni ubytku hmotnosti k vyrobku

na zacatku zrani. Procentudlni vyjadieni ubytki hmotnosti v jednotlivych dnech je uvedeno

v tabulce nize.

Tabulka 5: Hmotnostni tbytky vyrobkl v prubéhu

zrani.
Den odbéru Ubytky hmotnosti v priib&hu zrani [%]
1. 0
3. 7,69 £ 2,29
10. 18,57+ 1,08
17. 24,12 + 1,60
24, 27,11+ 1,24
100 3
90 [ B M = ]
a0 H ] 1 !
= 70
g 60 H O1.
g 50 Oo3.
£ 40 1 @10.
307 m17.
20
10 24,
0
S.c. L.s L.c. Le. I P.p. P.a. bk
Vzorek

Obrazek 16: Srovnani hmotnostnich ubytkt vzorkt v pribéhu zrani.

Ubytek hmotnosti byl zaznamenan pii kazdém odbéru vzorku, aby slouzil jako kontrolni

analyza k suseni. Z vysledki je patrné, ze tbytky hmotnosti v jednotlivych odbérech jsou

velmi podobné. Nejvétsi ubytek byl zaznamenan v prvnim tydnu zrani v obdobi od ukon-

¢eni fermentace tedy v obdobi mezi odbéry 3. a 10. den. Tento ubytek je logicky nebot’ na

zaCatku zrani ma vyrobek vyS$i obsah vody, jejiz odpar se zmenSuje umérné s narastem

susiny. Rozdily v ubytcich hmotnosti nejsou velké a mohou byt zptisobeny podminkami

V provozu.
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7.2 Mikrobiologicka analyza

Kontrolni vzorky suroviny:

Kontaminace suroviny

BCPM
B BMK
1 2 3 4 5

Surovina

log KTl/g
QO = N W kR Uy~ 0 W

Obrazek 17: Pocatecni mikrobidlni kontaminace suroviny pied pfidavkem

startovaci kultury — CPM a BMK v 1g suroviny.

Celkovy poc¢et mikroorganismu v suroviné pro vyrobu (maso a tuk) se pohyboval mezi 7 az
8 log KTJ/g. Z grafu je patrné, Ze v suroviné byly pfitomny pfirozené se vyskytujici bakte-

rie mlé¢ného kvaseni a to v riiznych koncentracich fadove od 5 po 7 log KTJ/g.
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Kontrolni vzorek bez pridavku startovaci kultury

Bez kultury
9
8
7 -
o
g B CPM
24 ]
2,5 _ mBMK
2 4 —  OStafylokoky
1 - [
0 .
1. 3. 10. 17. 24.
Den odbhéru

Obrazek 18: Kontrolni vzorek bez piidavku startovaci kultury — CPM,
BMK a stafylokoky v 1 g vzorku.

U celkového poc¢tu mikroorganismi doslo k mirnému nartistu z ptivodni hodnoty
7,04 log KTJ/g na hodnotu 7,8 log KTJ/g v 10. odbéru nasledoval mirny pokles
na hodnotu 7,04 a posléze nartst v poslednim odbéru na 7,5 log KTJ/g. Piestoze
do vzorku nebyla pfidana startovaci kultura, je patrné, Ze jiZ v prvnim odbéru byly
ptitomny jak bakterie mlécného kvaseni, tak stafylokoky. B€hem fermentace doslo
k nartistu poc¢tu BMK z 4,6 na hodnotu vys$si nez 7 log KTJ/g a tato hodnota zii-
stala taktka neménna po zbytek zraciho procesu. U stafylokokli byl naopak pozo-
rovan klesajici trend kdy z poc¢ate¢ni hodnoty 5,9 log KTJ/g klesl jejich pocet na

konci zrani na méné nez 3 log KTJ/g.
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Vzorky s pridavkem startovaci kultury:

Staphylococcus carnosus

9
8
7
6 - I
&
25 - |
b
E’i T —  ECPM
) O Stafylokoky
1 - I
0 .
1. 3. 10. 17. 24,
Den odbéru

Obrazek 19: CPM a pocty stafylokok (pida MSA) v 1 g vzorku s

pfidavkem mikrobidlni kultury Staphylococcus carnosus.

U vzorku s pfidavkem S. carnosus je mozné pozorovat narast CPM az o 1,5 logaritmické-
ho tadu v pribéhu fermentace, ackoliv po prvnim tydnu zrani doslo k poklesu,
v nasledujicich odbérech bylo mnoZstvi log KTJ/g opét nad hodnotou 8. MnoZstvi stafylo-
kokt ztstavalo témét neménné a stabilni v pribéhu celého zrani a pohybovalo se kolem

hodnoty 6 log KTJ/g.

Lactobacillus sakei
9
8
7
6
[T]
E‘ 5
F 4 mCPM
3 H BMK
2
1
0
1. 3. 10. 17. 24.
Den odbéru

Obrazek 20: CPM a BMK (pida MRS) v 1 g vzorku s pifidavkem

mikrobidlni kultury Lactobacillus sakei.
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Vzorek D reprezentuje typicky narist CPM 1 BMK v pribéhu zrani, kdy u CPM doslo po
fermentaci k narastu o 1,5 fadu a u BMK pfiiblizné o 2 fady na hodnoty ptesahujici 8 log

KTJ/g.

Lactobacillus curvatus

B CPM
B BMK
1. 3. 10. 17. 24.

Den odbéru

log KTl/g
QO = N W BN o~ 0w

Obrazek 21: CPM a BMK (pida MRS) v 1 g vzorku s piidavkem

mikrobialni kultury Lactobacillus curvatus.
U vzorku E je také patrny narist CPM 1 BMK po fermentaci, opét se jednalo o narist o
ptiblizné 1,5 fadu u CPM a pftiblizné o 2 fady u BMK. Béhem zrani zistavaly pocty celko-
vych bakterii 1 bakterii mlécného kvaseni pohybujici se v fadech 9 az 9,5 log KTJ/g.

Lactococcus lactis ssp. lactis

BCPM
B BMK
1. 3. 10. 17.

24.

log KTl/g
QO = N W R O~ 00 W

Den odbéru

Obrazek 22: CPM a BMK (ptida MRS) v 1 g vzorku s piidavkem

mikrobidlni kultury Lactococcus lactis ssp. lactis.
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Lactococcus lactis ssp. lactis vykazoval velmi podobny nartist dvéma piedchozim bakteri-
im. U CPM doslo k nartistu ihned po fermentaci o téméf 2 logaritmické fady a u BMK pfi-

blizné€ o 1,5 fadu.

Pediococcus pentosaceus

9
8 - —
7 - I
3 B
25 - |
b
Eni T — ®CPM
) O Pediokoky
1 - I
0 .
1. 3. 10. 17. 24,
Den odbéru

Obrazek 23: CPM a poéty pediokoktl (pida M17) v 1 g vzorku s
ptidavkem mikrobialni kultury Pediococcus pentosaceus.
Vzorek se startovaci kulturou Pediococcus pentosaceus vykazoval pozvolny nartist CPM
v pribéhu zrani asi o 1,5 fadu k hodnoté¢ 9 log KTJ/g. Pocet pediokokl v podstaté
kopiroval narist CPM, i kdyZ neptekrocil hodnotu 9 log KTJ/g.

Pediococcus acidilactici

9
8 -
7 -
@0
2o
b
Eni T HCPM
) O Pediokoky
1 -
0 .
1. 3. 10. 17. 24,
Den odbéru

Obrazek 24: CPM a pocty pediokokt (ptda M17) v 1 g vzorku s

pfidavkem mikrobidlni kultury Pediococcus acidilactici.
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Vzorek s piidavkem startovaci kultury Pediococcus acidilactici vykazoval nizsi nartst jak
CPM tak i na pidé M17 pro kultivaci pediokoktl. Z pocatecni hodnoty CPM 7,2 log KT1J se
po fermentaci pocet zvysil o vice nez jeden logaritmicky fad, posléze ale v dalSich
odbérech dochazelo k pozvolnému poklesu k pocatecni hodnoté. Pediokok oproti tomu po
fermentaci zvysil sviij pocet o 1,5 logaritnického fadu, v pribéhu zrani se jejich pocet
udrzoval nad hodnotou 8 log KTJ/g. Po ukonceni zrani vSak doslo k poklesu na hodnotu

pod 5 log KTJ/g.

7.3 Analyza sloZeni a mnoZstvi aminokyselin

Mnozstvi aminokyselin je uvedeno v nasledujicich tabulkdch a zndzornéno v grafech. Ve

vSech tabulkach byly pouzivany stejné zkratky.

S. c. - Staphylococcus carnosus

L. s. - Lactobacillus sakei

L. c. - Lactobacillus curvatus

Lc. L. ssp. L. - Lactococcus lactis ssp. lactis

P. p. - Pediococcus pentosaceus

P. a. - Pediococcus acidilactici

bk - bez kultury

Celkové AMK na 100% suSinu a realnou suSinu

Mnozstvi celkovych aminokyselin je vyjadfeno jako suma vSech stanovenych AMK u dané
kultury a v daném odbéru a je uvedeno v g/kg. V tabulce pro kontrolu mnoZzstvi Cisté sva-
lové bilkoviny byly pfevedeny na procenta, pro snadnou kontrolu procentualniho obsahu
CSB daného vyhlaskou. Celkovy obsah aminokyselin byl stanoven pomoci AAA 400. Sta-
novované aminokyseliny byly asparagin, threonin, serin, glutamova kyselina, prolin, glycin,
alanin, valin, leucin, izoleucin, tyramin, phenylalanin, histidin, lysin, arginin, cystein a me-

thionin.
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Tabulka 6: Mnozstvi celkovych AMK na 100% suSinu
Celkové AMK na 100% susinu [g/kg]
Vzorek Odber
1. den 3.den 10. den 17. den 24. den
S.c 209,44 +0,09 | 291,18+1,25 | 198,91+0,53 | 198,87+0,40 | 140,50+ 0,69
L s. 184,94 +£0,25 | 165,25+0,70 | 223,44+0,57 | 159,38+0,11 | 174,23 +0,19
L c 246,84 +0,16 | 346,97+0,40 | 343,47+3,10 | 340,67+1,10 | 268,65 +0,52
Lc. l.ssp. | | 277,14+£0,08 | 247,20+0,54 | 206,15+1,09 | 211,41+0,30 | 195,07 +0,14
P. p. 197,61+0,18 | 222,91+0,16 | 275,32+0,16 | 230,71+0,35 | 203,56 +0,27
P.a. 246,30+ 0,31 | 225,53+0,42 | 221,51+0,91 | 190,82 +0,19 | 175,57 0,14
bk 317,94+0,12 | 246,76 +0,54 | 183,91+0,10 | 185,82+0,16 | 187,38 +0,03
Tabulka 7: Mnozstvi celkovych AMK na realnou susinu v pfepoctu na procenta
Celkové mnozstvi AMK na realnou susinu [%)]
Vzorek Odber
1. den 3. den 10. den 17.den 24. den
S.c 16,44 + 0,01 16,19+0,13 17,95+ 0,05 18,26 £ 0,04 10,10 +£ 0,07
L. s. 16,39 £ 0,03 16,31 + 0,07 15,28 + 0,06 11,41+ 0,01 14,75 £ 0,02
L.c 20,21 +0,02 18,28 + 0,04 26,20+0,31 22,14 +0,11 18,66 + 0,05
Le. I ssp. | 14,75+ 0,01 13,59+ 0,05 13,33+0,11 18,20+ 0,03 13,94 +0,01
P. p. 16,71 +£ 0,02 19,04 £ 0,02 16,60 £ 0,02 15,14+ 0,04 20,35+0,03
P. a. 19,57 £ 0,03 13,17 + 0,04 14,63 £ 0,09 13,34 + 0,02 17,22 £ 0,01
bk 16,49 £ 0,01 13,49 £ 0,05 11,53+0,01 12,37 £ 0,02 13,27 +£0,01

Hodnoty ve 24. dni odbéru ukazuji konecnou koncentraci celkovych aminokyselin ve vy-
robku. Uvazujeme-li celkovy obsah AMK rovny obsahu &isté svalové bilkoviny (CSB) je
patrné, Ze ne viechny vyrobky spliiuji legislativni limity pro obsah CSB dany vyhlaskou
69/2016 Sb. O pozadavcich na maso, masné vyrobky, produkty rybolovu a akvakultury a
vyrobky z nich, vejce a vyrobky z nich, Zadkona 110/1997 O potravinach a tabakovych vy-
robcich. V této vyhlasce jsou limity pro obsah CSB dany pro fermentované vyrobky v roz-
sahu 14 - 16 %. Vzorek s ptidavkem kultury S. carnosus mél vyslednou koncentraci celko-
vych AMK 10,10 + 0,07 %. L. sakei 14, 75 £ 0,02 %. Vysoky obsah byl stanoven u vzorku
s ptidavkem L. curvatus a to 18,66 + 0,05 %. Témé&f limitni hodnoté odpovidal vzorek s
kulturou Le. lactis ssp. lactis s 13,94 + 0,01 %. Vyrazné pozitivné presahujici minimalni
limit byl vzorek s mikrobidlni kulturou P. pentosaceus s 20,35 = 0,03 %. Pomérné vysoky
podil celkovych AMK mél i posledni vzorek s ptidavkem kultury P. acidilactici a to 17,22
+ 0,01 %. U kontrolniho vzorku bez ptidavku kultury byl obsah celkovych AMK stanoven
na 13,24 £ 0,01 %.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 64

S. carnosus

150 - ——— B AMKna 100% susinu

100 - O AMK na realnou susinu

Mnozstvi AMK [

1. 3. 10. 17. 24.

Den odbéru

Obrazek 25: Pomér celkovych AMK na 100% a realnou susinu u vzorku s

kulturou S. carnosus.

Obsah celkovych AMK vztazenych na 100% susinu se zvysil od prvniho odbéru z hodnoty
209, 44 g/kg na 291, 18 g/kg pti odbéru 3. den, zatimco ve stejném intervalu ztstaly AMK
vztazené na realnou susinu témét konstantni. V odbérech 10. a 17. den od vyroby byly obé
hodnoty velmi podobné vztazené na 100% suSinu 198,91 a 198, 87 a na realnou suSinu
179, 54 a 182,57. U odbéru po ukonfeni zrani byl zaznamenan pokles obou hodnot vztaze-
nych jak ke 100% susing, tak k realné. Tyto hodnoty byly 140,50 pro 100% a 100,95 pro

realnou suSinu.
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L. sakei

150 - — B AMKna 100% susinu

100 - — OAMKna redlnou susinu

Mnozstvi AMK [

1. 3. 10. 17. 24.

Den odbéru

Obrazek 26: Pomér celkovych AMK na 100% a realnou suSinu u vzorku s

kulturou L.sakei.

U vzorku s ptidavkem L. sakei se hodnoty celkovych AMK vztazené na 100% susinu po-
hybovaly ve vSech odbérech nad hodnotou 150 g/kg v 10. odbéru potom az nad hodnotou
220 g/kg. Podobna situace byla zaznamenana v ptipadé AMK na redlnou susinu, kdy byly
vSechny hodnoty v blizkosti 150 g/kg jen hodnota v 17. dni odbéru poklesla k 110 g/kg.

L. curvatus

150 - W AMK na 100% susinu
100 - O AMK ve vyrobku

Mnoizstvi AMK [

1. 3. 10. 17. 24.
Den odbéru

Obrazek 27: Pomér celkovych AMK na 100% a realnou suSinu u vzorku s

kulturou L.curvatus.
Nejvyssi obsah AMK byl zaznamenan u vzorku s piidavkem L. curvatus, kdy u hodnot

vztazenych na 100% suSinu doslo ke zvySeni mnozstvi z témét 246, 84 na hodnoty témér

350 g/kg, ve 3., 10. 1 17. dni odbéru (346,97; 343,47; 340,67). Ke snizeni obsahu doslo u
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kone¢ného odbéru a to k hodnoté 268, 65. U obsahu celkovych AMK na realnou susSinu
doslo k mirnému poklesu z hodnoty 202, 14 na 182,82 g/kg. Poté doslo v odbéru 10. den
ke zvySeni na 262,03 nasledované mirnym poklesem pies hodnotu 221,40 v 17. dni az na

186,63 v poslednim odbéru.

Lc. lactis ssp. lactis

150 - B AMK na 100% susinu

100 - O AMK na redlnou susinu

Mnozstvi AMK [

1. 3. 10. 17. 24.

Den odbéru

Obrazek 28: Pomér celkovych AMK na 100% a realnou suSinu u vzorku s kultu-

rou Lc. lactis ssp. lactis.

U vzorku s kulturou Le. lactis ssp. lactis doSlo k pozvolnému poklesu celkovych AMK
vztaZzenych na 100% susinu z hodnoty 277,14 g/kg ptes hodnoty 247,20 ve 3., 206,15 v 10.
a 211, 41 v 17. odbéru ke kone¢né hodnoté namétené v poslednim odbéru 195,07 g/kg.
AMK vztazené na redlnou suSinu vykazovaly mirny pokles v prvnich tiech odbérech z
hodnoty 147, 46 g/kg na 135,94 a 133,32 g/kg. Poté doslo ke zvySeni na hodnotu 181, 98
g/kg v 17. odbéru nasledovanou opétovnym poklesem v odbéru 24. na hodnotu 139, 41

g/kg.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 67

P. pentosaceus

150 - B AMK na 100% susinu

100 - O AMK na realnou susinu

Mnozstvi AMK [

1. 3. 10. 17. 24.

Den odbéru

Obrazek 29: Pomér celkovych AMK na 100% a realnou suSinu u vzorku s

kulturou P. pentosaceus.

Na grafu srovnani AMK pro vzorek s ptidavkem P. pentosaceus lze pozorovat postupné
zvySovani mnozstvi AMK na 100% su$inu s vrcholem v odbéru 10. den a poté postupny
pokles az k poslednimu odbéru. Z hodnoty 197,61 g/kg doslo pies hodnotu 222,91 ke zvy-
Seni obsahu AMK az k 275,32 g/kg. Nasledny pokles byl na hodnotu 230,71 a 203,56 g/kg
v predposlednim a poslednim odbéru. AMK na redlnou suSinu vykazovaly odli$ny trend,
kdy nejdfive doSlo k mirnému zvyseni ze 167,10 na 190,41 g/kg, nésledné vSak v odbérech
10. a 17. den k poklesiim na 166,02 a 151,39 g/kg. V poslednim odbéru doslo opét k navy-
Seni a to na hodnotu 203,48 g/kg.
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P. acidilactici

200 +
150 - W AMK na 100% susinu

=
o
=]

OAMK na realnou susinu

Mnozstvi AMK [

u
Q

o

1. 3. 10. 17. 24.

Den odbéru

Obrazek 30: Pomér celkovych AMK na 100% a realnou susinu u vzorku s

kulturou P. acidilactici.

Vzorek s pfidavkem P. acidilactici vykazoval pokles celkovych AMK na 100% suSinu v
kazdém odbéru vii¢i odbéru predchozimu. V jednotlivych odbérech 1., 3., 10., 17. a 24. den
klesaly hodnoty nasledovné z 246,30 na 225,53; 221,51; 190,82 az na 175,57 g/kg. Obsah
celkovych AMK na redlnou suSinu vykazoval odlisny trend, kdy v odbéru 3. den klesl z
pocatecni hodnoty 195, 74 na 131,73 g/kg. Poté doslo k mirnému zvySeni na 146,26 nasle-
dované opétovnym poklesem na 133,44 g/kg a ve findlnim odbéru bylo zaznamenano zvy-

Senina 172,21 g/kg.

Bez kultury

150 - B AMK na 100% susinu

100 - OAMK na realnou susinu

Mnozstvi AMK [

1. 3. 10. 17. 24.

Den odbéru

Obrazek 31: Pomér celkovych AMK na 100% a redlnou susinu u vzorku

bez ptidavku mikrobidlni kultury.
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Referencni vzorek vykazoval podobny trend jako vzorky s pfidavkem kultury kdy byl u
AMK na 100% susinu zaznamenan pokles z 317,94 na 246,76 g/kg ve 3. dni a 183,91 g/kg
v 10. dni. Hodnota zaznamenana v 10. odbéru se v dalSich odbérech pfilis neliSila a byla
stanovena na 185,82 g/kg v 17. a 187,38 g/kg ve 24. odbérovém dni. AMK na redlnou su-
Sinu nejdiive mirn¢ poklesly z ptivodni hodnoty 164,85 na 134,85 3. den a 115,33 g/kg 10.
den. Naopak v 17. a 24. dni byl zaznamenan mirny nartist na 123,74 a 132,67 g/kg.

Celkové, volné a vazané AMK

Mnozstvi celkovych, volnych a jejich odectenim ziskanych vazanych aminokyselin je vy-
jadteno jako soucet jednotlivych stanovenych aminokyselin dané kultury v daném odbéru.
Vsechny AMK jsou vyjadieny v gramech na kilogram 100% suSiny. U celkovych AMK
byly stanoveny aminokyseliny: asparagin, treonin, serin, glutamova kyselina, prolin, glycin,
alanin, valin, leucin, isoleucin, tyramin, phenylalanin, histidin, lysin, arginin, cystein a me-
thionin. Volné AMK byly stanoveny pomoci HPLC s piedkolonovou derivatizaci AQC a
detekovany pomoci UV/VIS detektoru s diodovym polem (DAD). Stanovované volné ami-
nokyseliny byly: serin, histodin, arginin, treonin, alanin, prolin, tyrosin, methionin, or-

nithin, lysin, isoleucin, leucin, phenylalanin a tryptofan.

Tabulka 8: Mnozstvi volnych AMK na 100% suSinu

Volné AMK na 100% susinu [g/kg]

Odbér
Vzorek
1. den 3.den 10. den 17. den 24. den

S.c. 2,82 £0,01 7,35+0,01 14,13 £ 0,03 7,33+0,01 7,71+£0,01
L.s. 3,13+0,01 4,15+0,01 7,17 £0,01 6,82 £ 0,01 5,93+0,01

L. c. 3,35+0,01 32,37 +£0,01 17,81 +£0,01 8,61+0,01 7,51+0,01
Lc. I. ssp. | 7,54 £ 0,01 6,52 £ 0,01 8,46 £ 0,01 7,99 £ 0,01 8,70+ 0,01
P. p. 5,42 +0,01 3,72+0,01 9,12+0,01 9,91+0,01 5,30+ 0,01
P.a. 3,27 £ 0,01 5,94 £ 0,01 7,04 £0,01 7,68 £ 0,01 6,50 £ 0,01
bk 5,02 £0,01 5,96 £ 0,01 10,17 £ 0,01 5,58 £ 0,01 6,81 £ 0,04
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Tabulka 9: Mnozstvi vazanych AMK na 100% suSinu

Vazané AMK na 100% susinu [g/kg]

Odbeér
Vzorek
1. den 3.den 10. den 17. den 24.den
S.c. 206,62 283,83 184,78 191,54 132,79
L.s. 181,81 161,11 216,27 152,56 168,30
L. c. 243,49 314,60 325,66 332,07 261,13
Lc. I. ssp. | 269,59 240,68 197,69 203,42 186,37
P. p. 192,19 219,20 266,13 220,80 198,26
P. a. 243,03 219,59 214,47 183,15 169,07
bk 312,92 240,80 173,74 180,24 180,58
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Obrazek 32: Pomér celkovych, volnych a vazanych AMK v priibéhu zrani u

vzorku s ptidavkem S. carnosus.

Z grafu vzorku s ptidavkem mikrobidlni kultury S. carnosus je patrny neprve nartst a poté
pokles jak celkovych AMK tak volnych. Celkové mnozstvi AMK se nejvice zvysilo mezi
1. a 3 odbérovym dnem z hodnoty 209, 44 g/kg na 291, 18 g/kg pti odbéru 3. den. V odbe¢-
rech 10. a 17. den od vyroby byly ob& hodnoty velmi podobné 198,91 a 198, 87. Nasleduyji-
ci hodnota poklesla na 140,50 g/kg. U volnych AMK byl zaznamenan pozvolny narist z
2,82 pres 7,35 az ke 14,13 g/kg v odbéru 10. den. V 17. odbéru byl zaznamenan pokles
volnych AMK na 7,33 g/kg a ve 24. dni mirny narast na hodnotu 7,71 g/kg.
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Obrazek 33: Pomér celkovych, volnych a vazanych AMK v priib&hu zrani u

vzorku s ptidavkem L. sakei.

U vzorku s ptidavkem L. sakei se hodnoty celkovych AMK pohybovaly ve vSech odbérech
nad hodnotou 150 g/kg v 10. odbéru az nad hodnotou 220 g/kg. U volnych AMK byl za-
znamenan mirny narust od pocate¢ni hodnoty 3,13 ptes 4,15 az k 7,17 g/kg, nasledovany

mirnym poklesem na 6,82 a 5,93 g/kg v poslednim odbéru.
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Obrazek 34: Pomér celkovych, volnych a vdzanych AMK v priibéhu zrani u

vzorku s ptidavkem L. curvatus.
Nejvyssi obsah AMK byl zaznamenan u vzorku s piidavkem L. curvatus, kdy u hodnot

vztazenych na 100% suSinu doSlo ke zvySeni mnozstvi z 246, 84 na hodnoty témeét 350

g/kg, ve 3., 10. 1 17. dni odbéru (346,97; 343,47; 340,67). Ke snizeni obsahu doslo u ko-
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necného odbéru a to k hodnoté 268, 65. Mnozstvi volnych AMK se pomérn¢ prudce zvysi-
lo mezi 1. a 3. odbérovym dnem, kdy doslo ke zvySeni z 3,35 na 32,37 g/kg. Nasledoval
pozvolny pokles pres 17,81 g/kg v 10. odbéru, 8,61 g/kg v 17. odbéru na 7,51 g/kg v po-

slednim odbéru.
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Obrazek 35: Pomér celkovych, volnych a vazanych AMK v priib&hu zrani u

vzorku s ptidavkem Lc. lactis ssp. lactis.

U vzorku s kulturou Lc. lactis ssp. lactis doSlo k pozvolnému poklesu celkovych AMK z
hodnoty 277,14 g/kg pies hodnoty 247,20 ve 3., 206,15 v 10. a 211, 41 v 17. odbéru ke
kone¢né hodnoté naméfené v poslednim odbéru 195,07 g/kg. Volné aminokyseliny se u
vzorku v pribéhu zrani ménily jen lehce. V prvnim dni odbéru byla namétena hodnota 7,54
g/kg, kterd ve 3. dni mirné€ poklesla na 6,52 g/kg. V 10. dni bylo naméfeno mirné zvyseni
na 8,46 g/kg nasledované poklesem na 7,99 a opétovnym zvySenim na 8,70 v poslednim

odbérovém dni.
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Obrazek 36: Pomér celkovych, volnych a vazanych AMK v priibéhu zrani u

vzorku s ptidavkem P. pentosaceus.

Na grafu srovnani AMK pro vzorek s ptidavkem P. pentosaceus lze pozorovat postupné
zvySovani mnozstvi AMK pies hodnoty 197,61 g/kg a 222,91 g/kg k nejvyssi naméfené
hodnoté v odbéru 10. den 275,32 g/kg. Nasledovany poklesem na hodnotu 230,71 a 203,56
g/kg v predposlednim a poslednim odbéru. Namétené volné AMK opét vykazuji podobny
trend postupného nardstu a poklesu. Odbér 1. den 5,42 g/kg byl nasledovan mirnym pokle-
sem na 3,72 ve 3. dni a poté zvySenim na 9,12 g/kg ve dni 10. ana 9,91 g/kg v 17. dni. Po-
sledni odbér znamenal pokles obsahu volnych AMK a to na 5,30 g/kg.
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Obrazek 37: Pomér celkovych, volnych a vazanych AMK v priibéhu zrani u

vzorku s ptidavkem P. acidilactici.
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Vzorek s ptidavkem P. acidilactici vykazoval pokles celkovych AMK v kazdém odbéru
vici odbéru predchozimu. V jednotlivych odbérech 1., 3., 10., 17. a 24. den klesaly hodno-
ty nasledovné z 246,30 na 225,53; 221,51; 190,82 az na 175,57 g/kg. Obsah volnych AMK
se zvysil z pocatecni hodnoty 3,27 na 5,94 ve 3., 7,04 v 10. a 7,68 g/kg v 17. odbérovém

dni. V poslednim odbéru byl zaznamenan mirny pokles na 6,50 g/kg.

Bez kultury

W Celkové AMK

OVazané AMK

W Volné AMK

1. 3. 10. 17. 24.

Den odbéru

Obrazek 38: Pomér celkovych, volnych a vazanych AMK v prubéhu zra-

ni u vzorku bez pfidavku mikrobidlni kultury.

Referen¢ni vzorek vykazoval podobny trend jako vzorky s ptidavkem kultury, kdy byl u
AMK na 100% su$inu zaznamenan pokles z 317,94 na 246,76 g/kg ve 3. dni a 183,91 g/kg
v 10. dni. Hodnota zaznamenana v 10. odbéru se v dalSich odbérech pfili§ neliila a byla
stanovena na 185,82 g/kg v 17. a 187,38 g/kg ve 24. odbérovém dni. Mnozstvi volnych
AMK se zvysilo z ptivodni hodnoty 5,02 na 5,96 ve 3. a 10,17 g/kg v 10. dni. Nésledoval
mirny pokles v 17. dni na 5,58 g/kg a mirny nardst v odbéru 24. den na 6,81 g/kg.
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Diskuze

Susina vzorkl byla vyhodnocena jako primérna hodnota kazdého vzorku v kazdém odbe¢-
ru. Z puvodni primérné hodnoty 51,88 + 1,58 % vzrostla béhem 24-denniho zrani na hod-
notu 71,26 = 1,27 %. Podobné hodnota kone¢né susiny (69, 97 a 71,42 %) byla zazname-
nana Ionescu et. al. v experimentu s ptidavkem Staphylococcus carnosus a kombinace
Lactobacillus plantarum s Pediococcus acidilactici, pii dob¢ zrani 32 dni. Ionescu et. al.
dale uvadi, ze pritomnost mikrobidlni kultury ma pozitivni vliv na suSeni vyrobku, nebot’
okyselenim dila k izolelektrickému bodu ztrdci myofibrilarni bilkoviny schopnost vazby
faktory. Vyrobce se timto nadmérnym susenim muze jistit, ze ubytek vody ve vyrobku bu-
de takovy, aby bylo jisté, Ze splni legislativné dany limit na mnozstvi ¢isté svalové bilkovi-
ny. Dal$im divodem muize byt nedostate¢nd modifikace metody pro stanoveni suSiny fer-
mentovanych masnych vyrobki. Ubytky hmotnosti koreluji se zvy$enim obsahu susiny,
nebot’ zaznamenavaji ztraty vody vyrobku v pribéhu zrani. Primérnd hodnota ubytki

hmotnosti na konci zrani u jednotlivych kultur byla stanovena na 27,11 + 1,24 %.

U méfeni hodnot pH vyrobku v pribéhu zrani byl zaznamenén podobny trend u vSech
vzorkd. U vSech vzorkl doslo k vyraznému poklesu mezi odbéry 1. a 3. den, tedy v pribé-
hu fermentace. Po fermentaci byl zaznamenan opétovny mirny narist a poté pokles na kon-
ci zrani. Tento nariist mize byt zplisoben produkci amoniaku a biogennich amini, které
jsou vysledkem enzymatické aktivity (Hughes et. al., 2002). K Zadoucimu okyseleni doslo 1
v pfipad¢ kultury, jejiz vlastnosti nespocivaji primarné v okyseleni dila napt. Staphylo-
coccus carnosus, ale k vyraznému okyseleni doslo 1 v ptipadé srovndvaciho vzorku bez
pfidavku mikrobidlni kultury. Zde se jako moZné vysvétleni nabizi pfirozena fermentace,
kterd probiha pomnoZenim jiz pfitomnych a v mase pfirozené se vyskytujicich mikroorga-
nismt (BMK, mikrokoky, stafylokoky), (Hutners, 2006). Dal§im a moznd pravdépodobné;j-
Sim vysvétlenim muZe byt fakt, ze vSechny vyrobky byly vyrabény v provoznich podmin-
kach a prestoze po kazdé vyrobe doslo k dikladnému cisténi vSech stroji a vybaveni, neni
zcela vyloucena moZzna kontaminace suroviny mikroorganismy z pfedchozi davky dila v
kutru. K nejvyrazné€jsimu poklesu pH, pod 4,8, doslo u vyrobkii s mikrobialni kulturou L.

sakei a P. acidilactici.

Mikrobiologickou analyzou byla sledovana dynamika riistu mikroorganismu. Byl sledovan

celkovy pocet mikroorganismi na piidé PCA, bakterie mlééného kvaseni na pidé MRS, u
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pridavku stafylokokt jejich pocty na ptidé MSA, u pridavku pediokokt jejich pocty na pt-
dé M17 a pocty plisni a kvasinek na ptidé CHYGA a pocty enterobakterii na pidé ENDO.
V ptipad¢ poslednich dvou zminovanych byl v pribéhu zrani zaznamenan pokles z ptivod-
nich hodnot az 6 log KTJ/g pod 2 log KTJ/g v poslednim odbéru. U vzorku s pridavkem
stafylokoka byl jejich pocet po celou dobu zrani blizky hodnoté 6 log KTJ/g, coz souhlasi s
vysledky (Hughes et. al., 2002). Oproti tomu pocty laktobacilii, pediokokl a laktokoka se
ve vSech ptipadech vcetné srovnavacich vzorku pohybovaly mezi 8 - 9 log KTJ/g, tyto
hodnoty jsou v souladu se zjisténimi Aro Aro (2010). Vyrazny pocet bakterii mlécného
kvaseni a 1 nezanedbatelny pocet stafylokokt byl zaznamenan i u srovnavaciho vzorku bez
ptidavku mikrobidlni kultury. Tento narist je zfejmé zapfiCinén kontaminaci dila v pro-

voznich podminkéach.

Proteolyza je jednim z hlavnich mechanismii degradace bilkovin béhem zrani fermentova-
nych masnych vyrobkil. Proteolyzou bilkovin vznikaji aminokyseliny, které jsou pfimo i
nepiimo zodpovédné za tadu organoleptickych vlastnosti vyrobku. Aminokyselinova
skladba fermentovanych masnych vyrobki je rozmanita, nestala a podléha mnoha zménam.
U celkového mnozstvi aminokyselin byl u vzorku bez ptidavku mikrobialni kultury, s pfi-
davkem Lec. lactis ssp. lactis, a s ptidavkem P. acidilactici pozorovan klesajici trend, kdy
doslo k pfirozenému ubytku bilkovin na ukor vznikajicich aminokyselin. Na poc¢atku zrani
se hodnoty celkovych AMK pohybovaly mezi 184,94 - 317,94 g/kg na konci zrani potom
140,50 - 268,65 g/kg. Ostatni vzorky také vykazovaly snizeni mnozstvi celkovych AMK na
konci zrani, prib¢h zrani vSak nebyl vzdy jen klesajici. Rozdily v mnozstvi celkovych
aminokyselin mohly byt zplisobeny nerovnomeérnosti surovinové skladby mezi michanim
vzorklim, kdy se interval michani pohyboval mezi 3-4 dny po dobu osmi tydnii. U koncen-
trace volnych aminokyselin byl témét ve vSech piipadech zaznamenan podobny trend a to
nariist do ukonc¢eného prvniho tydne zrani, nasledovany mirnym poklesem koncentrace
volnych AMK. Nejvyssi koncentrace volnych aminokyselin byla u vSech vzorkl zazname-
nana u odbéru 10. den po naraZeni krom¢ vzorku s kulturou L. curvatus, kde doslo k vibec
nejvétsimu navysSeni koncentrace volnych aminokyselin a to na 32,37 g/kg jiz ve 3. dni
zrani. Podobny trend popsal Hughes et. al., zvySeni mnoZstvi volnych aminokyselin vysvét-
luje ¢innosti endogennich (v mase pfitomnych) a exogennich enzymi (enzymy ptitomnych
mikroorganisml a startovacich kultur) a jejich nasledny pokles vysvétluje tim, Ze jejich

rozklad pisobenim bakterii je intenzivnéjsi nez jejich produkce (2002).
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ZAVER
Tato diplomova prace se zabyva analyzou a slozenim fermentovanych masnych vyrobktl. V

prvni Casti jsou tyto vyrobky charakterizovany a je popsana technologie jejich vyroby a

zmény v pribéhu zrani a fermentace.

Cilem diplomové prace bylo vyrobit 6 druhti fermentovanych salamu s piidavky jednotli-
vych mikrobialnich kultur a kontrolni vzorek bez ptidavku kultury a podrobit tyto vyrobky
chemické a mikrobidlni analyze v n€kolika odbérech v pribéhu zrani. Produkty byly vyra-

bény v béznych provoznich podminkéch vyroby a liSily se pouze ptidanou kulturou.
Vysledky analyz Ize shrnout nasledovné:

e Susina vzorkd byla pomérné vysoka (71,26 %) a miize znamenat snahu vyrobce o
splnéni limitu ¢istych svalovych bilkovin, ¢i nedostatecnou modifikaci pouZzité me-

tody. Zaroven susina spravn¢ korelovala s ibytky hmotnosti.

e pH u vSech vzorka vyrazné pokleslo po fermentaci, coz znaci jednak spravny pri-
béh fermentace, jednak pravdépodobnou kontaminaci vzorku bez ptidavku mikro-

bialni kultury.

e Stanoveni procentudlni koncentrace celkovych aminokyselin ukdzalo, Ze vzorky s
ptidavkem S. carnosus, Lc. lactis ssp. lactis a vzorek bez ptidavku mikrobidlni kul-
tury nesplnuji legislativni poZadavky na minimalni obsah cCistych svalovych bilko-
vin

e U vzorku s pfidavkem kultury L. curvatus byla zaznamenéana nejvyssi koncentrace
celkovych (262,03 g/kg, odbér 10. den) i volnych (32,37 g/kg, odbér 3. den) amino-
kyselin.

e Vsechny ostatni vzorky (kromé& L. curvatus) vykazovaly nejvyssi koncentraci vol-

nych aminokyselin pti odbéru 10. den po narazeni a to v rozpéti 7,04 - 14,13 g/kg.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ADP
AMK
ATP
aw.
bk
BMK
CSB
DSS
FTS
HCI
L.c.
L.s.
Lc. L. ssp. L.
P. a.
P.p.
RPV

RVV

adenosindifosfat
aminokyselina
adenosintrifosfat

aktivita vody

bez kultury

bakterie mlé¢ného kvaseni
Cista svalova bilkovina
dusitanova solici smés
fermentovany trvanlivy salam
kyselina chlorovodikova
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus sakei
Lactococcus lactis ssp. lactis
Pediococcus acidilactici
Pediococcus pentosaceus
rychlost proudéni vzduchu
relativni vlhkost vzduchu

Staphylococcus carnosus



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 84

SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1 Redukce dusicnanu na dusitan piisobenim nitrat reduktazy za vzniku oxidu
dusnatého, ktery reakci s myoglobinem tvori nitroxymyoglobin, ten p¥i vyssich

teplotach (nizkém pH) tvori stabilni nitroxymyochromogen (upraveno dle:

HULKINS, 2000). .......ooeeeeeeeeeeeeee ettt te e e e e e taeestae e s bee e s nsaeessseeennseeennseeens 19
Obrazek 2 Zjednodusené schéma fermentace glukozy na kyselinu mlécnou

(Upraveno dle: Hui, 2001).....ccccuiiiiiiieiieeciee ettt 29
Obrazek 3 Zjednodusené schéma metabolismu proteinti v prubehu fermentace FTS

(upraveno dle: Hui, 2001)......ccocuiieiiiieiie ettt e 30
Obrazek 4 ZjednoduSené schéma metabolismu aminokyselin v prib¢hu zrani FTS

(upraveno dle: Hui, 2001 ).......cocuiiiiiieiiieeciee ettt 30
Obrazek 5 Zjednodusené schéma metabolismu lipida v pribéhu zrani FTS (upraveno

dle: HUl, 2001). ittt ettt e e e et e e abe e enr e e e anee e 31
Obrazek 6 Interakce BMK a katalaza - pozitivnich kokli v pribéhu fermentace

masnych vyrobkill (Staruch et al., 2000). .......cccoooveririiniiniiiecceeee e 35
Obrazek 7 Susina vzorki v jednotlivych odbérech v prubéhu zrani............ccceveeveeniennnnn. 50
Obrazek 8 pH referen¢niho vzorku bez pfidané mikrobidlni kultury v prib&hu zréni........ 51

Obrazek 9 pH vzorku s ptidavkem kultury Staphylococcus carnosus v prubehu zrani. ..... 52
Obrazek 10 pH vzorku s pfidavkem kultury Lactobacillus sakei v prib¢hu zrani.............. 52
Obrazek 11 pH vzorku s pfidavkem kultury Lactobacillus curvatus v prib&hu zrani. ....... 53
Obrazek 12 pH vzorku s piidavkem kultury Lactococcus lactis ssp. lactis v pribéhu
ZIAN. oottt sttt ettt et s sae e 54
Obrazek 13 pH vzorku s ptfidavkem kultury Pediococcus pentosaceus v priub&hu
ZIAN. ottt s sa ettt e sae e 54
Obrazek 14 pH vzorku s ptidavkem kultury Pediococcus acidilactici v pribéhu zrani...... 55
Obrazek 15 Srovnani pH vzorki v prab&hu zrani ...........cccoeovieviiiiniiiieee e, 55
Obrazek 16 Srovnani hmotnostnich ubytkl vzorkl v pribéhu zrani. ........cocevieniinnene. 56
Obrazek 17 Pocatecni mikrobialni kontaminace suroviny pied piidavkem startovaci
kultury — CPM a BMK V 1@ SUTOVINY. ...cooiiiiiiiiiieeiieiieeie ettt 57
Obréazek 18 Kontrolni vzorek bez ptidavku startovaci kultury — CPM, BMK a
StafylokoKy v 1 @ VZOTKU. ...ooiiiiiiiiii e 58



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 85

Obrazek 19 CPM a pocty stafylokokti (pida MSA) v 1 g vzorku s piidavkem
mikrobidlni kultury Staphylococcus CarnoSus. ............couuvoveveuveeeenceeiieniiecieenieeneens 59
Obrazek 20 CPM a BMK (pida MRS) v 1 g vzorku s pfidavkem mikrobidlni kultury
LaACIODACTIIUS SAKEI. ..ottt 59
Obrazek 21 CPM a BMK (pida MRS) v 1 g vzorku s pfidavkem mikrobidlni kultury
LactobACTIIUS CUTVATUS. .....cc..oeueeeiiiiiieiiiiieesieee ettt 60
Obrazek 22 CPM a BMK (pida MRS) v 1 g vzorku s pfidavkem mikrobidlni kultury
Lactococcus 1ACtiS SSP. LACHIS. .......ccueeeuieeiieiieeieeciieee ettt saae b 60
Obrazek 23 CPM a pocty pediokokti (puda M17) v 1 g vzorku s piidavkem
mikrobidlni kultury Pediococcus pentoSaCEUS. ............c.occveeeeeereesceeeiieenieeireeeieeaeens 61
Obrazek 24 CPM a pocty pediokoku (pida M17) v 1 g vzorku s piidavkem
mikrobidlni kultury Pediococcus acidilaCtiCi. .............cueeevevueecreeniniaiiieniieiieeeieeaeens 61
Obrazek 25 Pomér celkovych AMK na 100% a realnou suSinu u vzorku s kulturou S.
COATTLOSUS. .ttt et ettt ettt et b e sat e e bt e et e e e bt e e st e e bt e sab e e bt e eabeenbeesateenbeeeaee 64
Obrazek 26 Pomér celkovych AMK na 100% a redlnou susinu u vzorku s kulturou
LSAREI. ..ottt 65
Obrazek 27 Pomér celkovych AMK na 100% a redlnou susinu u vzorku s kulturou
L CUPVATUS. .ottt ettt ettt ettt et 65
Obrazek 28 Pomér celkovych AMK na 100% a redlnou susinu u vzorku s kulturou
LC. LACHIS SSP. LACHIS. ..ottt et e e e e saaeesnaeeenneeas 66
Obrézek 29 Pomér celkovych AMK na 100% a redlnou susinu u vzorku s kulturou P.
DENEOSUCEUS. .oonveeeeeeeeeeeeeieeeaeeeeestteeaseeeasseeesseeeasseeeasseesasseeensseesnsseesanseesnsseesnsseesnssens 67
Obrazek 30 Pomér celkovych AMK na 100% a redlnou suSinu u vzorku s kulturou P.
ACTATIACTICT. ..ottt et 68
Obrazek 31 Pomér celkovych AMK na 100% a realnou susinu u vzorku bez ptidavku
MIKTODIAINT KUITUTY. 1.ttt en 68
Obrazek 32 Pomér celkovych, volnych a vazanych AMK v pribéhu zrani u vzorku s
PHAAVKEM S. CAFHOSUS. «.evvveeeieeeieeeee ettt eee e e e s naeesnaee e 70
Obrazek 33 Pomér celkovych, volnych a vazanych AMK v pribéhu zrani u vzorku s
PHAAVKEM L. SAKEI. ....ooeeeeieeieeeeeee ettt ettt e e e e snaeesnaee e 71
Obrazek 34 Pomér celkovych, volnych a vazanych AMK v pribéhu zrani u vzorku s

PIAAVKEM L. CUFVATUS. ...ttt 71



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 86

Obrazek 35 Pomér celkovych, volnych a vazanych AMK v pribéhu zrani u vzorku s
pridavkem Lc. [actis SSP. LACTES. .....occueeeeeeieiieiieiiieiieeie ettt 72
Obrazek 36 Pomér celkovych, volnych a vazanych AMK v prabéhu zrani u vzorku s
PHAAVKEMN P. PENIOSACEUS. ........eeveveeiieeieeieeie ettt ettt e e saaeeseens 73
Obrazek 37 Pomér celkovych, volnych a vazanych AMK v prabéhu zrani u vzorku s
pHdavkem P. ACIAIIACTICE. .........cccuveeuieeiieiieiieeieece ettt 73
Obrazek 38 Pomér celkovych, volnych a vazanych AMK v prabéhu zrani u vzorku

bez pridavku mikrobidlni Kultury. .........ccoooieeiiiiiiiiiieie e 74



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 87

SEZNAM TABULEK

Tabulka 1 Clenéni masnych vyrobktl a masnych polotovarti na druhy a skupiny

(Cesko - VYIASKA 69/2016). ... 36
Tabulka 2 Pozadavky na obsah cisté svalové bilkoviny a tuku ve vybranych

fermentovanych vyrobcich (Cesko - vyhlagka 69/2016). .......oovevueureeeereeeeeeeeenns 37
Tabulka 3 Su$ina vyrobkll v priub&hu Zrani. ...........cccoeviiiiiiiiiiiiiiecee e 50
Tabulka 4 pH vzorkli v priub€hul ZIani ..........cceeeiiieeiiieeiieceeee e 51
Tabulka 5 Hmotnostni tbytky vyrobkll v prub€hu zrani. ..........cccceceveiiieniiiiiiiieiieieee 56
Tabulka 6 Mnozstvi celkovych AMK na 100% SUSINU .......ooveviiriiniiniiniiniceeiceeeeene 63
Tabulka 7 Mnozstvi celkovych AMK na realnou susinu v pfepoctu na procenta................ 63
Tabulka 8 Mnozstvi volnych AMK na 100% SUSINU.......coceevieviiriinieiiinieneeeeieseee e 69

Tabulka 9 Mnozstvi vazanych AMK na 100% SUSINU.........ooeerieriinierenienieieeie e 70



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

88

SEZNAM PRILOH
PI Casovy priibéh experimentu
PII  Program zraci komory

PIIT  Prubéh stanoveni celkovych AMK na AAA 400



PRILOHA P I:CASOVY PRUBEH EXPERIMENTU

Casovy pribéh analyz vzorkd

P3, 21.10.2016

A0, BO

Po, 24.10.2016

A1, B1

Ut, 25.10.2016

/

Pa, 28.10.2016

/

Po, 31.10.2016

A2, B2

Ut, 1.11.2016

CO

P3, 4.11.2016

DO, C1

Po, 7.11.2016

A3, B3, D1

Ut, 8.11.2016

EO

P3, 11.11.2016

C2, E1, FO, XO

Po, 14.11.2016

A4,B4,D2,F1, X1

Ut, 15.11.2016

GO

P3, 18.11.2016

C3,E2,G1, HO

Po, 21.11.2016

D3, F2, H1, X2

P4, 25.11.2016

C4,E3, G2

Po, 28.11.2016

D4, F3, H2, X3

P3, 2.12.2016

E4, G3

Po, 5.12.2016

F4, H3, X4

P3, 9.12.2016

G4

Po, 12.12.2016

H4




PRILOHA PII: PROGRAM ZRACi KOMORY

Program zraci komory
proces |Casovy rozsah [h]| vlhkost [%] |teplota komory [°C]
suseni / 95% 22
suseni 7 90% 26
suseni 3 86% 26
kour 0,5 86% 26
pauza 0,5 95% 26
kout 0,5 95% 26
pauza 0,5 95% 24
suseni 3 86% 26
suseni 7 85% 26
suseni 6 84% 26
kout 0,5 95% 24
pauza 0,5 95% 24
kour 0,5 95% 24
pauza 0,5 95% 24
suseni 8 84% 24
kout 0,5 95% 22
pauza 0,5 95% 22
kour 0,5 95% 22
pauza 0,5 95% 22
suseni 8 84% 22
kout 0,5 95% 22
pauza 0,5 95% 22
kour 0,5 95% 22
pauza 0,5 95% 22
suseni 8 82% 20
kour 0,5 95% 20
pauza 0,5 95% 20
kour 0,5 95% 20
pauza 0,5 95% 20
suseni 99 80% 18




PRILOHA PII: PRUBEH STANOVENI CELKOVYCH AMK NA AAA

400

AAA 400, Ctyfpufrovy systém pro stanoveni hydrolyzati a potadi eluce jednotlivymi pufry

Parametr Roztok
fedici |¢. 1 ¢.2 ¢.3 ¢. 4 ¢.5
pH 2,20 2,70 3,00 4,25 8,00 14,00
koncentrace Na+ (mol/l) 0,20 0,20 0,20 0,40 1,12 0,20
koncentrace citronanu (mol/l) 0,067 0,066 0,067 0,067 0,067 /
k. citronova monohydrat (g) 14,00 11,11 10,00 7,53 / /
k. citronova bezvoda (g) 12,80 10,16 9,14 6,88 / /
citronan sodny dihydrat (g) / 4,04 5,60 9,06 19,60 /
chlorid sodny (g) 11,50 9,29 8,36 18,00 52,60 /
hydroxid sodny (g) / / / / / 8,00
thiodiglykol (ml) 5,00 2,50 2,50 2,50 / /
azid sodny (g) 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 /
25¢g
- H3BO3, 1,5
dalsi latky / / / / ] 50% /
NaOH
Cya-Asp- | Glu-Pro- Met-lle- Tyr-Phe-
poradi eluce aminokyselin / Mets-Thr- | Gly-Ala- Lew His-Lys- /
Ser-Glu Cys-Val NH3-Arg




