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ABSTRAKT 

Cílem této bakalářské práce bylo identifikovat mikrobiální původce biogenních 

aminů ve čtyřech vrstvách holandského sýra typu (Eidamská cihla). Pro identifikaci izolo-

vaných bakterií byla pouţita fenotypová metoda a PCR metoda. Jako hlavní původci testo-

vaných biogenních aminů v analyzovaných sýrech byli detekováni non-startertérové bakte-

rie mléčného kvašení Lactobacillus curvatus subsp. curvatus, komplex Lactobacillus ca-

sei/paracasei a Lactobacillus plantarum. U starterových bakterií Lactococcus lactis subsp. 

lactis a Lactococcus lactis subsp. cremoris nebyla dekarboxylázová aktivita detekována. 

 

Klíčová slova: sýr, biogenní aminy, bakterie mléčného kvašení, non-startérové bakterie 

mléčného kvašení, fenotypová charakteriestika   

 

 

 

ABSTRACT 

The aim of this work was to identify a microbial sources od biogenic amines in 4 

layers of Dutch-type cheese (Edam cheese). For identification precursors of biogenic 

amines were used fenotyping analysis and the PCR fingerprinting. Within the cheeses ana-

lysed, non-starter lactic acid bacteria Lactobacillus curvatus, Lactobacillus casei/paracasei 

and Lactobacillus plantarum were detected as the main producers of the biogenic amines 

tested. In starter bacteria Lactococcus lactis subsp. lactis and Lactococcus lactis subsp. 

cremoris the decarboxylase activity tested was not detected. 
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ÚVOD 

Mikroorganismy svou činností ovlivňují mimo jiné i zdravotní nezávadnost potra-

vin. Jejich činností mohou ve fermentovaných potravinách vznikat biogenní aminy. Bio-

genní aminy jsou nízkomolekulární dusíkaté látky s biologickou aktivitou, která se uplat-

ňuje v lidském metabolismu.  

Přirozeně se biogenní aminy vyskytují ve fermentovaných potravinách, kde k jejich 

produkci přispívají startérové i non-startérové bakterie.  

Biogenní aminy mají v metabolismu člověka významné fyziologické funkce, ale při 

příjmu potravin s nadměrnou koncentrací těchto látek můţe u citlivých jedinců dojít 

k alimentární intoxikaci. Stanovení hranice toxicity biogenních aminů pro lidský organis-

mus je těţké, protoţe závisí na mnoha faktorech jako je například schopnost organismu 

tyto látky detoxikovat. 

Pro vznik biogenních aminů je nutný obsah volných aminokyselin, přítomnost bak-

terií tvořících enzym dekarboxylasu a vhodné podmínky pro rozvoj těchto bakterií. Sýry 

eidamského typu, na které je tato práce zaměřena, všechny výše zmíněné podmínky splňu-

jí. 

Sýry mohou obsahovat řádově jednotky aţ stovky miligramů biogenních aminů. 

Mnoţství je mimo jiné závislé také na pouţití startérových bakterií mléčného kvašení 

a moţné přítomnosti non-startérových bakterií mléčného kvašení. 
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 SÝRY 

Sýry představují tradiční produkty, které člověk poznal jiţ před 8000 lety [1]. Sýr je 

mléčný výrobek vyrobený sráţením mléčné bílkoviny z mléka působením syřidla nebo 

jiných koagulačních činidel, prokysáním a oddělením podílu syrovátky. Patří 

k nejhodnotnějším potravinám z pohledu svého sloţení. Z nutričního hlediska jsou sýry 

plnohodnotné výrobky obsahující všechny esenciální aminokyseliny [2]. Sýry tedy v sobě 

koncentrují základní sloţky sušiny mléka, především kasein a mléčný tuk [1]. 

Při zrání sýrů se účastní vhodné bakterie, plísně a kvasinky a sloţky syřidla, které způsobu-

jí pro ten který druh sýra charakteristické mikrobiologické, chemické a fyzikální změny 

jejich sloţek [3]. 

1.1 Výroba tvrdých sýrů s nízkodohřívanou sýřeninou 

Mezi sýry s nízkodohřívanou sýřeninou patří sýry eidamského typu, které jsou pů-

vodem z Holandska [1]. Pro poměrně jednoduché technologie jsou vyráběné na celém svě-

tě [3]. Typické pro tuto skupinu sýrů je dohřívání a dosušení sýřeniny při teplotě 

34 – 42 °C [1]. 

Výroba sýrů je poměrně sloţitý proces, který zahrnuje řadu kroků a biochemických 

přeměn. Ke koagulaci dochází působením enzymového preparátu nebo v důsledku změny 

pH do oblasti blízké izoelektrickému bodu kaseinu, často jde o kombinaci obou postupů 

[1]. 

Sýry jsou vyráběny ve tvaru bochníku, cihly, koule, salámu nebo bloku, obvykle 

s obsahem sušiny 43 – 60 %, obsahem tuku v sušině 20 – 60 % a obsahem soli 1,5 – 3,5 %. 

Konzistence sýrů je měkčí, pruţná, celistvá a soudrţná. Zrání probíhá po dobu 4 – 8 týdnů 

při teplotách 6 – 12 °C a při relativní vlhkosti vzduchu kolem 80 %. Pokud sýry zrají 

v obalech z plastických hmot, není nutné sýry ošetřovat ani obracet, kontroluje se pouze 

průběh zrání jejich zrání [2]. 
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Obr. 1: Schéma výroby sýrů eidamského typu [1] 
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1.2 Vyuţívané bakteriální kultury k výrobě sýrů holandského typu 

Při výrobě sýrů holandského typu se uplatňují zejména kultury mezofilních bakterií 

mléčného kvašení Lactococcus lactis ssp. lactis, Lc. lactis ssp. cremoris a Leuconostoc 

mesenteroides ssp. cremoris. Poslední dva druhy fermentují i citran za vzniku kyseliny 

octové, diacetylu a CO2. V některých sýrárnách přidávají do mléka i kulturu mezofilního 

laktobacila Lactobacillus casei, který má svou výraznější proteolytickou aktivitou urychlit 

jejich zrání [3]. 

Rozmnoţování a primární metabolismus bakterií mléčného kvašení je velmi rychlý 

a je ukončený za 5 aţ 6 hodin po přidání zákysové kultury do sýrařského mléka. Za tu do-

bu se uskuteční 4 aţ 5 dělení buněk a zfermentuje se asi 50 % laktosy přítomné v mléce, 

další fermentace probíhá i po dobu solení zformované sýřeniny. Aromatvorné bakterie 

zfermentují za 24 hodin asi 80 % citranu, coţ přispívá k optimální tvorbě ok. Na řezu sýru 

holandské cihly bývá optimálně 5 aţ 6 ok velikosti hrášku [3, 43]. 

Zrání probíhá 6 aţ 8 týdnů. Na začátku zrání probíhá současně i solení sýrů. Po něm 

mladé sýry zrají asi týden při asi 12 °C a další 2 aţ 3 týdny při vyšší teplotě 18 °C a zbytek 

času dozrávají při niţší teplotě. Jednotlivý sýraři si tyto časy a teploty podle nabytých zku-

šeností upravují do jisté míry individuálně [3, 43]. 

1.2.1 Fermentace sacharidů 

Fermentační aktivita zákysových bakteriálních kultur mléčného kvašení se uplatňu-

je zejména ve dvou směrech: fermentace laktosy a citranu a fermentace bílkovin [3]. 

Fermentace sacharidů mezofilními zákysovými bakteriemi mléčného kvašení ukazuje 

tabulka 1. Fermentace laktosy a produkty její látkové přeměny mají vliv na chuť, konzis-

tenci, trvanlivost, barvu, obsah vody a tvorbu kůry sýrů. Fermentace citranu na kyselinu 

octovou a diacetyl působí na tvorbu chuti, a je současně jedním z faktorů tvorby ok 

v sýrovém těstě produkcí CO2 [3]. 

Fermentace sacharidů se uskutečňuje bakteriemi mezofilních zákysů, zejména jejich 

kyselinotvornými a aromatvornými druhy a kmeny Lactococcus lactis a  

Lc. lactis ssp. cremoris. Jde o homofermentativní bakterie, a proto tvoří z laktosy prakticky 

jen kyselinu mléčnou. Lc. lactis biovar diacetylactis je také homofermentativní bakterie 

mléčného kvašení, ale má navíc vlastnost, ţe fermentuje citran na kyselinu octovou a dia-

cetyl, který ve významné míře určuje chuť mladých sýrů holandského typu. Aromatvorný 
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Leuconostoc mesenteriodes ssp. cremoris je heterofermentativní a produkuje z laktosy 

vedle kyseliny mléčné i malé mnoţství etanolu a oxidu uhličitého a z citranu tvoří taktéţ 

CO2, kyselinu octovou a diacetyl [3, 42, 43]. 

Tab. 1: Fermentace sacharidů mléka bakteriemi mezofilních zákysů při výrobě sýrů s níz-

kodohřívanou sýřeninou [3] 

Mezofilní zákysové bakterie Průběh fermentace 

Lactococcus lactis 

Laktóza → kyselina mléčná Lactococcus lactis ssp. cremoris 

Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetylactis 

Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetylactis Citran → CO2 + kyselina octová + diacetyl 

Leuconostoc ssp. 

Citran → CO2 + kyselina octová + diacetyl 

Laktóza → CO2 + kyselina mléčná + ethanol 

 

Lc. lactis biovar diacetylactis tvoří někdy z aminokyseliny treoninu acetaldehyd. 

V zákysech mezofilních bakterií mléčného kvašení není acetaldehyd vítaný, protoţe způ-

sobuje jim nepřirozenou jogurtovou chuť. Ln. mesenteroides ssp. cremoris, který je sloţ-

kou aromatvorné skupiny bakterií mezofilního zákysu pro výrobu sýrů holandského typu, 

má i tu přirozenou vlastnost, ţe vzniklý acetaldehyd rozkládá, čím tuto chybu zákysu 

eliminuje [3]. 

1.2.2 Fermentace bílkovin 

Štěpení bílkovin a další přeměny štěpných produktů probíhají po dobu zrání sýrů. 

Fermentace bílkovin má významný vliv na tvorbu chutnosti sýra, na jejich konzistenci, 

na sníţení vodní aktivity, jako i na barvu starších sýrů [3, 43]. 

Bílkoviny jsou štěpené proteolytickými enzymy bakterií mléčného kvašení, ale také 

proteolytickými enzymy syřidla [3]. 

Primární proteolýza probíhá působením syřidlového enzymu chymozinu, přičemţ 

z molekuly αs1-kaseinu vznikají velké peptidy αs1-SN. Sekundární proteolýza na malé pep-

tidy probíhá působením proteináz buněčné stěny laktokoků. Malé peptidy jsou dále štěpené 

na aminokyseliny peptidázami a spolu s aminokyselinami určují ve významné míře chuť 

sýrů [3]. 
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Celý proces lze znázornit rovnicí: 

αs1-kasein → (chymozin) → αs1-SN → (proteinázy buněčných stěn) → αs1-SN → 

(peptidázy) → aminokyseliny [3]. 

1.3 Faktory ovlivňující výsledné vlastnosti sýrů 

Na trvanlivost sýrů působí pozitivně sníţená hodnota pH, obsah kyseliny mléčné a 

tvorba bakteriocinů. Rychlost kvašení sýřeniny musí být vzhledem k průběhu zrání a na 

jakost vyrobených sýrů optimální. Určuje dosaţení nejvhodnější hodnoty pH, od které 

závisí optimální obsah vody v mladém sýru a tento určuje spolu s teplotou dohřívání 

a dosušování sýřeniny, obsahem soli v sýru a s proteolytickou aktivitou zákysu konečné 

vlastnosti sýrů. Tyto faktory nepůsobí izolovaně, ale navzájem se ovlivňují [3]. 

Rychlost kvašení sýřeniny se reguluje aktivitou a mnoţstvím zákysu přidaného 

do mléka. V optimálním případě má kyselost sýřeniny dosáhnout za 4 hodiny hodnotu 

pH = 5,8. V této fázi probíhá kvašení nejintenzivněji. Podle aktivity zákysu se přidává 

0,4 aţ 0,75 % zákysu. Pro urychlení proteolýzy se můţe přidat i 0,01 aţ 0,02 % kultury 

Lactobacillus casei [3]. 

Při optimální rychlosti kvašení se dosáhne hodnota pH 5,8 za 4 hodiny a obsah vol-

né vody v sýřenině má za 5,5 hodiny dosáhnout asi 46 %. Při zvýšeném obsahu vody 

v sýřenině je sýr náchylný na vznik chyb, jako jsou kyselá, hořká nebo slaná chuť a měkká 

aţ lepkavá konzistence, vznik trhlin v těstě a nehladký povrch. Naopak sýr se sníţeným 

obsahem vody před jeho solením je náchylný na vznik nevýrazné aţ nasládlé chuti, vazké 

aţ suché konzistence a suché kůry [3]. 

Aktivitu zákysových bakterií velmi ovlivňuje teplota dohřívání a dosoušení sýřeni-

ny. Optimální růstová teplota mezofilních bakterií je mezi 28 aţ 32 °C. Teplota dohřívání 

a dosoušení zrna však bývá 36 aţ 40 °C a působí podle rychlosti vytuţování zrna půl aţ 

jednu hodinu. Růst mezofilních zákysových bakterií je uţ při 35 °C zpomalen. Teplota 

dosoušení je jedním z nejdůleţitějších činitelů, které určují poměr mezi streptokoky a lak-

tobacily. Pokud v holandských sýrech probíhá zrání převáţně působením laktobacilů 

a ne mezofilních streptokoků, nedosáhne sýr typickou chuť a konzistenci. Aktivita mezo-

filních zákysových bakterií, čili maximální tvorba kyselosti sýřeniny se dosahuje při teplo-

tách 36 aţ 40 °C. Tato skutečnost kvašení při dosoušení zrna významně neovlivňuje nebo 
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koliduje s omezeným růstem zákysových bakterií, a proto je moţné očekávat, ţe kvašení 

se při 36 °C a vyšších teplotách zpomaluje [3]. 

Mezofilní zákysové bakterie mléčného kvašení nesnáší v prostředí vyšší koncentra-

ce soli, a tím vyšší hodnoty aw. Přitom úměrně s difúzí soli ze slané koupele do zformova-

ného sýra klesá aktivita zákysových bakterií [3]. 

V místech sýrů s dočasně vyšším obsahem soli (v povrchových vrstvách sýra stýka-

jících se  s slanou koupelí) se fermentace zastaví úplně. Proto je důleţité, aby se sýry ne-

vkládaly do solné koupele předčasně, dokud je v nich ještě významnější mnoţství laktosy. 

Zbytkový obsah laktosy v kůře sýra můţe způsobit jejich chyby [3]. 

Faktory jako teplota a obsah soli, mají vliv i na proteolytickou činnost zákysových 

bakterií. Zvýšená teplota, zvýšená hodnota pH a nízký obsah soli stimulují zrací pochody. 

U těchto faktorů však není moţné větší variabilita, protoţe mají vliv i na konzistenci 

a moţné pozdní nadouvání vlivem klostridií [3]. 

1.4 Chyby sýrů způsobené mikroorganismy 

Při výrobě sýrů se můţe vyskytnout řada chyb. Tyto chyby mohou být technologic-

ké, fyzikální (mechanické) a nebo biologické, přesněji mikrobiální příčiny [3]. 

Chyby sýrů mohou být způsobené: 

 plísněmi, 

 kvasinkami, 

 neţádoucí tvorbou plynu, 

 neţádoucí barvou sýra [3]. 

Pokud jsou chyby zapříčiněny mikroorganismy, je třeba najít jejich zdroj a v zásadě 

uplatňovat následující opatření: 

 Vyloučit neţádoucí mikroorganismy z mléka dodrţováním hygienických podmínek 

a hygienického prostředí při jeho získávání, rychlým a účinným chlazením mléka 

po jeho nadojení nebo zkrácením času mezi nadojením mléka a jeho zpracováním 

na sýry. 

 Pokud se nepředpokládá výroba sýrů ze syrového mléka, zabezpečit jeho účinnou 

pasteraci. 
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 Zabránit dekontaminaci pasterovaného mléka a vytvořit hygienické podmínky 

a stav při výrobě sýrů podle poţadavků správné výrobní a hygienické praxe. 

 Při výrobě sýrů zabezpečit také podmínky, které zaručí optimální mnoţení a meta-

bolismus poţadovaných kultur a zabránit rozmnoţování a metabolismu neţádou-

cích mikroorganismů dodrţováním přiměřených teplot, poţadovaných hodnot pH, 

správného obsahu soli, zabezpečení fermentace veškeré laktosy v mladých sýrech 

za vhodnou dobu. 

 Realizovat účinné sanitační opatření výrobního nářadí a zařízení a účinné preven-

tivní ovládání nebezpečí systému HACCP [3]. 

Mnohé bakterie mohou tvořit biofilm. Jde o bakterie se schopností přilnout na vlh-

kém a hydrofobním povrchu nářadí a zařízení. Přítomnost biofilmů na kontaktním povrchu 

technologických celků v zemědělské prvovýrobě i mlékárenském průmyslu představuje 

prokazatelné zdravotní riziko. Důvodem je skutečnost, ţe vedle zdravotně nevýznamných 

mohou obsahovat i patogenní mikroorganismy, které mohou sekundárně kontaminovat 

produkované výrobky [38]. Svou biochemickou činností vytvářejí organické polymery, 

ve kterých mohou vegetovat další ţádoucí nebo neţádoucí mikroorganismy. Při sanitaci 

se musí dbát především na účinné rozrušení a odstranění biofilmu z příslušného povrchu 

mechanickými a chemickými procesy [3]. 

1.4.1 Plísně jako moţné příčiny chyb sýrů 

Vzdušné plísně či jejich spory jsou na prachových částicích vzduchu všudypřítom-

né. Na klíčení a růst má vliv kromě vlhkosti i vzdušný kyslík a dostupné ţiviny. 

S prachovými částicemi a s vodnými kapičkami, které jim slouţí jako vektor přenosu, 

se šíří v prostředí. Ve vlhkých místech a na vlhkých stěnách, kterých je v mlékárně dosta-

tek, se usazují. Pokud se zavčas vhodnými postupy neodstraní, jejich spory se dostávají na 

sýry a za nepříznivých podmínek mohou způsobit plesnivění jejich povrchu. V současnosti 

sýry, které pro své zrání nepotřebují kyslík, se po solení a osušení balí do fólií a nebo se 

potahují látkami, které na nich vytvoří částečně nepropustný povlak. Tyto fólie nebo 

povlaky zabraňují plesnivění nebo je růst plísní limitován přístupem vzdušného kyslíku. 

Panuje názor, ţe nejčastěji se na povrchu sýrů vyskytují kontaminující plísně Penicillium. 

Penicillium comunae má být v tomto směru nejrozšířenější mikromycetou. Z ovzduší 

sýrárny se nejčastěji izolovali a identifikovali Penicillium sp. a Aspergillus sp [3, 37]. 
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Na ošetření povrchu sýra se jako konzervační látky pouţívají sorban draselný 

a natamycin. Rezistentní kmeny rodu Penicillium metabolizují natamycin za vniku 

1,3-pentadienu, který u sýru způsobuje petrolejový zápach [3]. 

1.4.2 Kvasinky jako moţné příčiny mikrobiálních chyb  

Zjištění neţádoucích kvasinek na povrchu zrajících sýrů je poměrně jednoduché. 

Přispívá k tomu jejich výrazná metabolická aktivita typická tvorbou CO2 a alkoholu. Kva-

sinky mají i lipolytické vlastnosti, hydrolýzou tuku uvolňují mastné kyseliny a mohou způ-

sobit ţluklou chuť. Výskyt kontaminujících kvasinek na povrchu sýra bývá provázen 

osliznutím. K této chybě se můţe přidruţit hniloba způsobená proteolytickými bakteriemi 

z rodu Pseudomonas [3]. 

Hlavní příčinou výskytu kontaminujících kvasinek a jiných mikroorganismů na po-

vrchu sýru je nepřiměřená vlhkost jejich povrchu. Tento způsob můţe nastat z více příčin. 

Při zrání sýrů probíhá proteolysa bílkovin, přičemţ se můţe ze sýra uvolnit voda původ-

ních bílkovin. Z teplotních příčin můţe docházet u sýrů i k jejich pocení. Na povrchu vzni-

ká vlhkost, která není čistou vodou, ale obsahuje řadu ţivin pro mikroorganismy rozpustné 

peptidy, aminokyseliny, minerální látky. Pokud se toto nahromadí mezi povrch sýra a jeho 

obalový materiál, vzniká ideální prostředí pro růst kontaminujících mikroorganismů, mezi 

jinými i kvasinek [3]. 

Významným zdrojem kontaminujících kvasinek jsou solné koupele. Nejčastěji 

bývají izolované kvasinky Candida spp., Yarrovia lipolytica, Kluyveromyces marxianus, 

Geotrichum candidum, Debaromyces hansenii a Pichia spp. [3]. 

1.4.3 Neţádoucí tvorba plynu v sýrech 

U tvrdých a polotvrdých sýrů s tvorbou ok v těstě se záměrně vytvářejí podmínky 

na jejich vznik pomocí bakteriálních kultur propionového kvašení a heterofermentativních 

mezofilních bakterií mléčného kvašení. Naproti tomu někdy vznikají u tvrdých a polotvr-

dých sýrů neţádoucí oka nebo trhliny způsobené kontaminujícími aerobními bakteriemi. 

V tomto případě se rozeznává nejčastěji tzv. včasné a pozdní nadouvání sýrů [3]. 

Včasné nadouvání sýrů s nízkodohřívanou sýřeninou způsobují nejčastěji fakulta-

tivně anaerobní bakterie ze skupiny koliformních, Enterobacter aerogenes a Escherichia 

coli. Jde o bakterie, které se sekundárně nacházejí ve vnějším prostředí a povaţují se mezi 

jinými za indikátory správně vykonané sanitace potravinářského nářadí a zařízení [3, 37].  
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Tyto bakterie se v mléce dobře rozmnoţují za fermentace laktosy jako dostupného 

zdroje energie a uhlíku na kyselinu mléčnou, plyny, oxid uhličitý a vodík. Pokud pouţitý 

zákys nebyl dostatečně aktivní a v mléce bylo větší počáteční mnoţství plynotvorných bak-

terií ze skupiny koliformních a mladý sýr pomalu kysne, mohou se v něm mnoţit plyno-

tvorné bakterie a způsobit v něm včasné nadouvání [3]. 

Významným podporujícím faktorem vzniku včasného nadouvání sýrů aerobními 

bakteriemi ze skupiny koliformních je skutečnost, ţe sýřenina se při výrobě těchto sýrů 

ohřívá na teploty 36 aţ 40 °C, coţ jsou optimální teploty růstu těchto plynotvorných bakte-

rií. Vznik včasného nadouvání je takovým rizikem, ţe je oficiálně povoleno proti němu 

pouţívat i chemikálie. Do mléka na výrobu sýrů je povoleno přidat 20 aţ 25 g dusičnanu 

draselného na 100 litrů mléka. Koliformní bakterie redukují dusičnanový ion na dusitanový 

(NO3
-
 →NO2

-
), který má být pro koliformní bakterie toxický, a proto znemoţňuje jejich 

plynotvorbu [3].
 

Pozdní nadouvání se vyskytuje nejvíce u těch sýrů, kde se sýřenina při jejich výrobě 

dohřívá na vyšší teploty 52 aţ 56 °C, coţ trvá asi 45 min. Předpokládá se, ţe při těchto 

teplotách a časech plynotvorné bakterie ze skupiny koliformních jsou devitalizované nebo 

natolik oslabené, ţe nejsou schopné metabolismu. Laktosa je zpravidla uţ zfermentovaná 

zákysovými bakteriemi. Vzniklá kyselina mléčná je přítomná v převáţné míře ve formě 

laktátu vápenatého. Neţádoucími plynotvornými bakteriemi jsou v tomto případě plyno-

tvorné anaerobní sporotvorné bakterie Clostridium tyrobutyricum, které mají schopnost 

fermentovat laktáty za vzniku oxidu uhličitého a vodíku [3]. 

Další chyba způsobená klostridiemi je tzv. bílá hniloba. Tu v sýrech způsobují pře-

váţně proteolytické klostridie C. sporogenes a C. putrefaciens. Způsobují intenzivní prote-

olýzu, který se v sýrech vyznačuje tvorbou bílých, dobře ohraničených hnilobných loţisek 

s tmavším středem. Při fermentaci hmoty sýrů těmito bakteriemi vzniká i kyselina máselná, 

která se vyznačuje intenzivním zápachem [3, 37]. 

Kromě včasného a pozdního nadouvání sýrů můţe neţádoucí plynotvorbu způsobit 

i jiné mikroorganismy a faktory. Rozeznávají se přitom formy plynotvorby jako trhliny, 

drobné okrouhlé oka, tzv. síťovitost a vlastní nadouvání pozorovatelné kromě velkých 

nepravidelných ok i na základě vyklenutí povrchu nebo boků sýra [3]. 

Dalšími méně významnými organismy přispívajícími k neţádoucí plynotvorně 

v sýrech je katabolismus aminokyselin nezákysovými laktobacily a propionibakteriemi. 
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Udává se ţe i dekarboxylace aminokyseliny glutamové za vzniku CO2 a 4-aminomáselné 

kyseliny můţe být významným zdrojem tvorby ok a trhlin v sýrech vyráběných obzvlášť 

za pomoci termofilních zákysových bakterií obsahujících Streptococcus thermophilus 

a Lactobacillus helveticus [3]. 

1.4.4 Chyby barvy sýrů 

Barva sýrů je jedním z významných senzorických znaků. Změna barvy je moţná 

slunečním světlem nebo oxidací projevující se vznikem různých skvrn. Barva sýra můţe 

i blednout vlivem kyselého prostředí, přičemţ se opět navrátí, pokud hodnota pH se vlivem 

zrání sýra zvýší. Hnědé nebo červené skvrny mohou být způsobeny „divokými“ propioni-

bakteriemi Propionibacterium thoenii a P. jensenii. Bílé skvrny a změknutí sýřeniny 

v místech skvrn byly zjištěné v souvislosti s nadměrným výskytem enterokoků a kvasinek 

[3]. 
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2 MLÉČNÉ KVAŠENÍ 

Mléčné kvašení zahrnuje metabolismus sacharidů bakteriemi mléčného kvašení, 

které můţe být charakterizováno jako homofermentativní nebo hetoerofermentativní. 

Nemůţeme ale o kaţdém organismu říci, ţe metabolizuje sacharidy na kyselinu mléčnou 

s vyloučením všech ostatních produktů [7]. 

Mléčné kvašení probíhá anaerobně. Při mléčném kvašení je pyruvát vzniklý glykol-

sou redukován v laktát, tj. anion kyseliny mléčné (α-hydroperoxypropionové) 

CH3-CHOH-COO
-
 působením laktátdehydrogenasy s NADH [6]. 

 

Obr. 2: Moţné cesty metabolismu glukosy [6] 

V diagramu je glukosa znázorněna jako startovací bod, ačkoli se do těchto cest 

s příslušnými modifikacemi můţe promítnout jakákoli metabolizovaná hexosa. EMP cesta 

glykolytické fermentace je charakterizována klíčovou rolí aldolasy v porovnání 

s fosfoketolasou jako klíčovým enzymem v ostatních dvou cestách. Produktem glykolysy 

je CO2, laktát, acetát a v některých případech i etanol. Vyuţívají ji heterofermentativní 

mikroorganismy, kromě bifidobakterií, které vyuţívají vlastní cesty [7]. 
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2.1 Kvašení homofermentativní 

Při tomto kvašení vzniká jako konečný produkt pouze kyselina mléčná. Jako 

substrát se zde uplatňují hlavně hexosy, jejichţ fermentace probíhá po dráze známé jako 

glykolysa. Sled reakcí této dráhy je aţ do vzniku kyseliny pyrohroznové stejný jako při 

etanolovém kvašení. Konečnou fází tohoto procesu představuje přeměna kyseliny pyro-

hroznové na kyselinu mléčnou. Reakce je katalyzována NAD-laktátdehydrogenasou, která 

přenáší vodík odnímaný při dehydrogenaci triosofosfátu na kyselinu pyrohroznovou [8]. 

Energetický výtěţek tohoto kvašení tvoří 2 ATP a jeho účinnost je kolem 32 %. 

Můţe vznikat D (–) nebo L (+) kyselina mléčná [8]. 

Sumární rovnice: C6H12O6 → 2 CH3CHOHCOOH 

 

Obr. 3: Vznik kyseliny mléčné z hexosy [8] 

2.2 Kvašení heterofermentativní 

Heterofermentativní kvašení je charakterizováno tím, ţe vedle kyseliny mléčné při 

něm vznikají ještě další konečné produkty. Nejčastěji to bývá kyselina octová, etanol, 

vodík, a oxid uhličitý. U většiny původců toho kvašení chybějí základní enzymy glykoly-

tické dráhy. Štěpení hexos u nich proto probíhá po tzv. fosfoketolasové dráze. Tato dráha 

vychází z hexosomonofosfátového cyklu, v němţ je glukosa-6-fosfát přeměňována 

na kyselinu fosfoglukonovou. Její dekarboxylací vzniká ribulosa-5-fosfát, který přechází 

na xylulosu-5-fosfát. Tento sacharid je účinkem fosfoketolasy štěpen na 

3-fosfoglyceraldehyd a acetylfosfát. Glyceraldehydfosfát vstupuje do dalších fází 

glykolytické dráhy, kde je přeměňován aţ na kyselinu mléčnou, kdeţto acetylfosfát je přes 

acetaldehyd redukován na etanol [8]. 
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Jsou li substrátem pentosy, jsou zkvašovány za tvorby kyseliny mléčné a octové. 

Sumární rovnice: C5H10O5 → CH3CHOHCOOH + CH3COOH 

 

Obr. 4: Heterofermentativní zkvašování pentos [8] 
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Jsou li substrátem hexosy, jsou zkvašovány za tvorby kyseliny mléčné, etanol a 

oxid uhličitý. 

 

Obr. 5: Heterofermentativní zkvašování hexos [8] 

Sumární rovnice: C6H12O6 → CH3CHOHCOOH + CH3CH2OH + CO2 

Energetická bilance u fosfoketolasové dráhy je obdobná jako u glykolysy. 

Energetický výtěţek činí 2 ATP na 1 mol hexosy nebo pentosy [8]. 
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2.3 Mléčné kvašení uskutečňované druhem Bifidobacterium bifidum 

Bakterie rodu Bifidobacterium mají odlišný mechanismus heterofermentativního 

zkvašováni glukosy, rovněţ po fosfoketolasové dráze. Tato bakterie postrádá aldolasu  

i glukosu-6-fosfodehydrogenasu, obsahuje však dvě aktivní fosfoketolasy. První katalyzuje 

štěpení fruktos-6-fosfátu na erytroso-4-fosfát a druhá vznik acetylfosfátu  

z xyluloso-5-fosfátu. Gylceraldehyd je cestou glykolysy přeměněn přes kyselinu  

pyrohroznovou na kyselinu mléčnou, kdeţto acetyl-fosfát přechází na kyselinu octovou 

podle schématu na obrázku 6 [8]. 

Sumární rovnice: 

2 C6H12 + 5 Pan + 5 ADP → 2 CH3CHOHCOOH + 3 CH3COOH + 5 ATP + 5 H2O 

Energeticky je tento proces výhodnější neţ výše zmíněné moţnosti mléčného kva-

šení, neboť ze dvou molekul hexosy vzniká 5 molekul ATP [8]. 

 

Obr. 6: Heterofermentativní kvašení uskutečňované Bifidobakteriemi [8] 
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3 BAKTERIE MLÉČNÉHO KVAŠENÍ 

Tradičně jsou baterie mléčného kvašení (BMK) definovány jako bakterie, u nichţ 

v metabolismu sacharidů vzniká kyselina mléčná jako jediný nebo hlavní konečný produkt 

metabolismu. Dlouhou dobu se rozlišovalo, které bakterie splňují toto kritérium a mají být 

zařazeny do této skupiny [7]. 

3.1 Taxonomie 

Taxonomické revize těchto rodů a popis rodů nových znamená, ţe BMK mohou, 

v jejich širší fyziologické definici, zahrnovat přibliţně 20 rodů [9]. 

Nicméně z praktického, technologicko-potravinářského úhlu pohledu, jsou za hlavní 

BMK povaţovány následující rody Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, 

Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, 

Tetragenococcus, Vagococcus a Weissella [9]. 

Rod Bifidobacterium je v některých textech často povaţován za pravou BMK a sdílí 

některé jejich typické vlastnosti, ale je fylogeneticky nepříbuzný a má jedinečný způsob 

fermentace cukrů [9]. 

3.2 Řád Lactobacillales 

Řád obsahuje grampozitivní bakterie kmene Firmicutes  zařazené do sedmi čeledí. 

Jejich charakteristickým znakem je produkce kyseliny mléčné jako hlavního metabolitu při 

fermentaci cukrů. Řada zástupců se vyuţívá při výrobě nejrůznějších fermentovaných 

potravin. Naproti tomu některé druhy mohou být podmíněně či striktně patogenní [4]. 

3.2.1 Čeleď Lactobacillaceae 

Jde o pravidelné, nesporulující grampozitivní tyčinky nebo koky. Nepigmentující, 

mezofilní, chemoorganotrofní, rostou pouze na kompletním médiu [4]. 

3.2.1.1 Rod Lactobacillus 

Buňky mají tvar pravidelných tyčinek. Jsou obvykle delší, občas také kokovité, 

uspořádané v palisádách nebo krátkých řetízcích. Jsou pouze zřídka pohyblivé peritrichál-

ními bičíky. Fakultativně anaerobní, občas mikroaerofilní (slabý růst na vzduchu, ale lepší 

růst při redukované koncentraci kyslíku), někteří zástupci vyţadují při izolaci anaerobní 

podmínky. Obecně platí, ţe přítomnost 5 % CO2 podporuje růst laktobacilů. Neredukují 
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nitráty, ani nehydroxylují ţelatinu a jsou kataláza negativní. Optimální růstová teplota 

je 30 aţ 40 °C a optimum pH obvykle mezi 5,4 aţ 6,4. Bývají náročné na přítomnost vita-

minů v prostředí. Jsou široce rozšířené v prostředí, obzvláště v nejrůznějších potravinách 

ţivočišného nebo rostlinného původu (i startovací kultury), v nápojích, v čisté i znečištěné 

vodě, kysaném zelí, siláţích. Běţně osídlují gastrointestinální trakt ptáků a savců a vaginu 

savců. Tvoří část normální ústní flóry mnoha teplokrevných ţivočichů včetně člověka. 

Pouze vzácně jsou patogenní. Mají poměrně termorezistentní vegetativní buňky. Na zákla-

dě konečných produktů fermentace cukrů je moţno dělit laktobacily do tří skupin [4, 11]: 

 I. skupina jsou obligátně homofermentativní. Hexosy fermentují výhradně na kyse-

linu mléčnou a pentosy ani glukonát nefermentují. 

o Lb. delbruckii subsp. delbruckii – vyskytují se ve fermentovaném  rostlinném 

materiálu, 

o Lb. delbruckii subsp.lactis – bývá izolován z mléka, sýru, granulovaného 

krmiva, 

o Lb. delbruckii subsp. bulgaricus – pouţívá se k výrobě jogurtů (startér) a sýrů, 

o Lb. acidophilus – vyskytuje se ve střevním trakt člověka a zvířat, v ústech 

a vagině člověka, 

o Lb. helveticus – bývá izolován ze syrového mléka, pouţívá se jako startér při 

výrobě sýrů. 

 II. skupina jsou fakultativně heterofermentativní laktobacily. Hexosy fermentují na 

kyselinu mléčnou, či na směs kyseliny mléčné, octové, mravenčí a etanolu. Pentosy 

fermentují na kyselinu mléčnou a octovou. 

o Lb. casei – nachází se v mléce, sýrech, potravinách, prostředí a i klinickém 

materiálu, 

o Lb. plantarum – je běţně přítomný v potravinách, prostředí, fermentovaném 

rostlinném materiálu, klinickém materiálu, 

o Lb. sake – původně izolován jsou startér pro sake, dále zjištěn v kyselém zelí 

a v jiných fermentovaných rostlinných materiálech a v potravinách. 
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 III. skupina zahrnuje obligátně heterofermentativní laktobacily. Hexosy fermentují 

na kyselinu mléčnou, octovou (etanol) a CO2. Pentosy fermentují na kyselinu 

mléčnou a octovou. 

o Lb. buchneri –  přítomen v mléce, sýrech, fermentovaném rostlinném materiálu, 

v lidských ústech, 

o Lb. fermentum – výskyt v mléčných výrobcích, fermentovaném rostlinném 

materiálu, stočním kalu, ústech a stolici člověka, 

o Lb. kefir – izolován z kefíru [4, 11]. 

3.2.1.2 Rod Pediococcus 

Sférické buňky, které nikdy nejsou prodlouţené, tvořící tetrády, vzácně jednotlivě 

nebo ve dvojicích (nikdy ne v řetízcích). Jsou nepohyblivé, fakultativně anaerobní (některé 

kmeny jsou inhibovány při aerobní kultivaci). Vyţadují nutričně bohatá média a fermento-

vatelné cukry – mono- a disacharidy. Glukosa je fermentovaná za současné produkce kyse-

liny, ale ne plynu; hlavním produktem je laktát. Jsou přirozeně rezistentní k vankomycinu. 

Jsou katalasa negativní a neredukují nitráty. Optimální růstová teplota je 25 aţ 40 °C. 

Vyskytují se hojně na rostlinném materiálu a v potravinách i nápojích. Obecně jsou chápá-

ny jako nepatogenní pro rostliny či ţivočichy, i kdyţ ojediněle jsou izolovány z klinického 

materiálu. Někdy souhrnně označovány jakou „mléčné koky“ [4, 11]. 

o P. damnousus – vyskytuje se v prostředí pivovarů, v nápojích (pivo, víno, 

mošt), 

o P. dextrinicus – běţně izolován ve fermentovaných potravinách jako je siláţ, 

okurky nebo olivy, 

o P. acidilactici – nachází se v rostlinném materiálu, mléce, mléčných výrobcích, 

humánním klinickém materiálu, bývá také izolován jako non-startérová bakterie 

v sýru čedar [4, 12, 19]. 

3.2.2 Čeleď Aerococcaceae 

Většina rodů této čeledi byla popsána v posledních letech. Řada zástupců se nachází 

v klinickém materiálu jako infekční agens [4]. 
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3.2.2.1 Rod Aerococcus 

Sférické buňky tvořící tetrády, nepohyblivé, fakultativně anaerobní (lepší růst je při 

niţší koncentraci kyslíku – mikroaerofilní), slabě rostou anaerobně nebo na vzduchu.  

Vykazují slabou biochemickou aktivitu. Za anaerobních podmínek produkují H2O2. 

Na krevním agaru tvoří viridaci (hemolýza s nazelenalým nádechem). Mají respiratorní 

metabolismus. Katalasa je negativní nebo slabá. Tvoří kyselinu z různých cukrů, nereduku-

jí nitráty a mají pozitivní hippurátový test. Rostou při 10 °C, ale ne při 45 °C; optimální 

růstová teplota je 30 °C. Jsou schopné růst v 10% NaCl a ve 40% ţluči, či při pH 9,6. Patří 

mezi běţné vzduchem roznášené organismy v nemocnicích. 

o A. viridans – je běţný původce humánních infekcí (endokarditida, meningitida), 

saprofyt, patogenní pro mořské ţivočichy, 

o A. urinae – izolován z infekcí močových cest [4, 6]. 

3.2.3 Čeleď Carnobacteriaceae 

Jde o pravidelné, nesporulující bakterie. Buňky jsou tvaru koků (i ovoidních) a tyči-

nek. Nepigmentují, mezofilní, chemoorganotrofní, rostou pouze na kompletním médiu [4]. 

3.2.3.1 Rod Carnobacterium 

Tvoří rovné štíhlé drobné tyčinky vyskytující se jednotlivě nebo po dvou, občas 

v krátkých řetízcích. Buňky mohou být pohyblivé. Jsou heterofermentativní a anaerobně 

fermentují z glukosy kyselinu mléčnou a další mastné kyseliny. Buňky rostou při 10 °C, 

ale ne při 45 °C, optimální teplota je 30 °C. Je katalasa negativní a neredukuje nitráty. 

o C. divergens – vyskytuje se ve vakuově baleném mase skladované při chladnič-

kové teplotě [4, 13]. 

3.2.4 Čeled Enterococcaceae 

Obsahuje koky i krátké tyčinky, jsou zde řazeny druhy vyskytující se přirozeně 

v prostředí i podmíněně patogenní bakterie [4, 20]. 
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3.2.4.1 Rod Enterococcus 

Enterokoky jsou sférické nebo ovoidní buňky vyskytují se po dvou, ve shlucích ne-

bo krátkých řetízcích. Netvoří endospory ani pouzdra. Jsou fakultativně aerobní, chemoor-

ganotrofní (vyţadují nutričně bohatá média). Hlavním produktem fermentace je kyselina 

mléčná bez tvorby plynu. Jsou katalasa negativní, na krevním agaru často viridující 

(α- hemolýza). Většinou rostou jak při 10 °C, tak i při 45 °C. Rostou také v přítomnosti 

6,5 % NaCl nebo 40% ţluče v médiu a při pH 9,6. Enterokoky jsou poměrně odolné orga-

nismy vyskytující se v širokém rozmezí v ţivotním prostředí jako je půda, voda, rostliny, 

a trávicí trakt horkokrevných zvířat a v klinickém materiálů. Občas způsobují pyogenní 

infekce. Někdy bývají souhrnně označovány jako „mléčné koky“. 

o E. durans – nachází se v  prostředí, potravinách mající za základ mléko (sýr), 

o E. faecalis a E. faecium – přirozeně se vyskytují ve střevech člověka a zvířat 

a jsou indikátory fekálního znečištění vod [4, 17]. 

3.2.4.2 Rod Tetragenococcus 

Tvoří sférické koky v tetrádách, občas ovoidní tvar,  jsou nepohyblivé. Jsou chemo-

organotrofní, fakultativně anaerobní, fermentující glukosu (bez tvorby plynu) a některé 

další monosacharidy. Hlavním konečným produktem metabolismu glukosy je L (+)-laktát. 

Jsou katalasa a oxidasa negativní, nerostou při 10 °C ani při 45 °C. Jsou nepatogenní, 

halotolerantní (5 aţ 10 % NaCl), vyskytují se v prostředí se zvýšenou salinitou (potraviny, 

solné roztoky), ojediněle i v humánním klinickém materiálu. 

o T.halophilus – vyuţívá se při kvasném procesu výroby sojové omáčky [4, 14]. 

3.2.4.3 Rod Vagococcus 

Buňky tohoto rodu jsou kulaté, oválné, nebo tvaru krátkých tyčinek; vyskytují se 

jednotlivě, po dvojicích popřípadě v řetízcích. Nesporulující, některé druhy jsou pohyblivé 

pomocí peritrichálních bičíků. Fakultativně anaerobní, chemoorganotrofní s fermentorním 

metabolismem. Z mnoha cukrů produkují kyselinu, ale bez tvorby plynu. Katalasa negativ-

ní, neredukují nitráty. Optimální růstová teplota je 25 aţ 35 °C. Izolovány především 

z vody, dále z lososovitých ryb. 

o V. fluvialis – vyskytuje se v kuřecím feces a ve vodě [4, 15]. 
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3.2.5 Čeleď Leuconostocaceae 

Tyčinky i koky, které netvoří spory. Zástupci jsou anaerobní nebo aerotolerantní. 

Charakteristický je heterofermentativní metabolismus [4, 5]. 

3.2.5.1 Rod Leuconostoc 

Jedná se o heterofermentativní koky, které jsou někdy oválné nebo mohou tvořit 

krátké tyčinky vyskytující se v párech nebo řetízcích. Jsou nepohyblivé a nesporulující. 

Růst je pomalý a vytváří malé kolonie, které mohou být na médiích obsahující sacharosu 

mukózní. Jsou fakultativně anaerobní, chemoorganotrofní. Jsou přirozeně rezistentní 

k vankomycinu. Optimální růstová teplota je 20 aţ 30 °C. Rostou při 10 °C, ale ne při 

45 °C. Glukosu fermentují za produkce kyseliny i plynu. Jsou katalasa negativní, nehydro-

lyzují arginin, jsou indol negativní, nehemolytické a neredukují nitráty. Jsou široce rozší-

řeny na rostlinách a v mléčných produktech, běţně přítomni i v jiných potravinách. Obecně 

jsou povaţovány za nepatogenní pro rostliny či ţivočichy, ale některé druhy byly izolová-

ny z humánních zdrojů. Někdy souhrnně označovány jako „mléčné koky“. 

o Ln. mesenteroides subsp. mesenteroides – vyskytuje se na fermentovaných 

rostlinách, občas bývá izolován z klinického materiálu, 

o Ln. mesenteroides subsp. dextranicum – bývá izolován z mléka a mléčných 

výrobků, 

o Ln. mesenteroides subsp. cremoris – vyskytuje se v mléce a mléčných 

výrobcích [4, 12]. 

3.2.5.2 Rod Oenococcus 

Elipsoidní aţ sférické koky vyskytují se obvykle po dvou a v řetízcích, jsou nepo-

hyblivé a nesporulující. Jsou chemoorganotrofní, fakultativně anaerobní, katalasa a oxidasa 

negativní, neproteolytické, nehemolytické a acidofilní. Rostou při pH 3,5 aţ 4,8; rostou 

v přítomnosti 10% etanolu v médiu. Růst v tekutém médiu je pomalý, růst na agaru je pod-

pořen atmosférou s 10 % CO2. Růstová teplota je 20 aţ 30 °C s optimem 22 °C. Glukosa 

je fermentovaná na D-kyselinu mléčnou, CO2 a etanol nebo acetát. Mohou produkovat 

extracelulární polysacharidy. 

o O. oeni – jde o acidofilní bakterii, je hlavní bakterií pouţívanou k indukci 

jablečno-mléčného kvašení při výrobě vína [4, 16]. 
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3.2.5.3 Rod Weissella 

Krátké tyčinky se zakulacenými či zúţenými konci nebo mohou mít kokovitý tvar 

(čočkovitý); vyskytují se jednotlivě, po dvou nebo v krátkých řetízcích. Jsou nepohyblivé, 

nesporulující. Jsou chemoorganotrofní, heterofermentativní s malou produkcí plynu. Jsou 

acidobutyrické (schopné přeţívat za kyselých podmínek), pomalu rostoucí. Katalasa a oxi-

dasa negativní, rostou při 15 °C, ale ne při 45 °C. Nacházejí se ve fermentovaných potravi-

nách, v půdě a také klinickém materiálu. 

o W. viridescens –  vyskytuje se v masných výrobcích a pasterovaném mléce  

[4, 31]. 

3.2.6 Čeleď Streptococaceae 

Buňky jsou sférické nebo ovoidní, vyskytující se po dvou nebo v řetízcích rozmani-

té délky. Jsou nepohyblivé a netvoří endospory. Jsou chemoorganotrofní a metabolismus 

je fermentorní, z cukrů tvoří kyselinu mléčnou, octovou, mravenčí, etanol a CO2. Metabo-

lismus je fakultativně anaerobní, katalasa negativní. Mohou být nutričně náročné, vyţadují 

komplexní médium. Čeleď zahrnuje patogenní, saprofytické i biotechnologicky vyuţívané 

druhy [4]. 

3.2.6.1 Rod Streptococcus 

Buňky jsou sférické nebo ovoidní, vyskytující se ve dvojicích nebo řetízcích. Pokud 

rostou v tekutém médiu, mohou být prodlouţeny v ose řetízku do protáhlého tvaru. Nejsou 

pohyblivé, jsou fakultativně anaerobní, nesporulující. Některé druhy tvoří pouzdra. Jsou 

chemoorganotrofní, vyţadují nutričně bohatá média a někdy i 5% CO2. Metabolismus 

je fermentorní, produkují převáţně laktát, ale ne plyn. Jsou katalasa negativní, 

α i β-hemolytické. Rostou v rozmezí teplot 25 aţ 45 °C s optimem 37 °C. Nerostou při 

10 °C. Streptokoky jsou komenzály nebo parazity obratlovců. Některé druhy jsou patogen-

ní. Řada druhů se běţně vyskytuje v prostředí jako saprofyt. Velmi často jsou děleny 

do čtyř skupin [4, 18]: 

 I. skupina jsou pyogenní β-hemolytické streptokoky. 

o S. pyogenes – je patogenní pro člověka, nejčastější příčina angín, 

o S. agalactiae – nachází se v humánním a veterinárním klinickém materiálu. 
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 II. skupina jsou orální streptokoky (druhově nejpočetnější). 

o S. pneumoniae – pneumokok, jde o lidský patogen, 

o S. salivarius – přirozeně osídluje ústa člověka i zvířat, vyskytuje se v  klinickém 

materiálu, 

o S. mutans – na povrch zubů, v ústní dutině a klinickém materiálu. 

 III. skupina jsou ostatní anaerobní streptokoky – skupina streptokoků vyţadující 

striktně  anaerobní podmínky, rostou při 37 °C aţ 45 °C, ale ne při 20 °C. 

o S. hansenii – koky po dvou a v řetízcích, izolovány ze stolice člověka. 

 IV. skupina jsou ostatní streptokoky. 

o S. acidominimus – především se nachází ve veterinárním materiálu, 

o S. bovis – vyskytuje se v trávicím traktu domestikovaných býloţravců, 

o S. thermophilus – vyuţití jako startovací kultury při výrobě celé řady fermento-

vaných mléčných výrobků jako například jogurt [4, 18]. 

3.2.6.2 Rod Lactococcus 

Buňky jsou sférické nebo ovoidní, vyskytující se po dvou nebo v krátkých řetízcích. 

Netvoří spory, jsou nepohyblivé a bez pouzder. Jsou fakultativně anaerobní a chemoorga-

notrofní. Vyţadují mnoţství cukrů. Při fermentaci nevzniká plyn. Je katalasa a oxidasa 

negativní, optimální růstová teplota je 37 °C, rostou při 10 °C, ale ne při 45 °C a také 

nerostou při 6,5% NaCl. Mohou být α-hemolytické. Vyskytují se v mléčných výrobcích, 

rostlinném materiálu a potravinách obecně. Souhrnně jsou označovány jako „mléčné 

koky“. 

o Lc. lactis subsp. lactis – přirozeně se nachází v mléce, mléčných výrobcích, 

potravinách, 

o Lc. lactis subsp. cremoris – přirozeně se nachází v mléce, mléčných výrobcích, 

potravinách [4, 6]. 

 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 30 

 

3.3 Řád Actinomycetales 

Patří do kmene Actinobacteria. Jde o bakterie – aktinomycety, zahrnující širokou 

skupinu bakterií často tvořících vlákna, které mohou setrvávat jako stabilní mycelium nebo 

se rozpadat [4]. 

3.3.1 Čeleď Bifidobacteriaceae 

Zahrnuje gramnegativní, gramvariabilní, grampozitivní pleomorfní tyčinky, které 

jsou fakultativně aţ striktně anaerobní. Je to morfologicky i ekologicky značně rozmanitá 

skupina. Nachází se v ústní dutině, trávicím traktu a v klinickém materiálu [4]. 

3.3.1.1 Rod Bifidobacterium 

Bifidobakterie tvoří tyčinky s velmi rozmanitým tvarem, obvykle mírně zakřivené 

a kyjovité a často ztluštěné či s náznaky větvení. Mohou být uspořádány jednotlivě, 

po dvou, ve „V“ seskupení, nebo „Y“, občas v řetízcích, palisádách nebo růţicích. Jsou 

grampozitivní, často nepravidelně obarvené, nepohyblivé, nesporulující, neacidorezistent-

ní, anaerobní (některé druhy mohou růst na vzduchu s doplňkem 10% CO2). Nerostou pod 

hodnotou pH 4,5 ani nad pH 8,5. Jsou chemoorganotrofní a aktivně fermentují řadu cukrů 

za produkce převáţně kyseliny octové a mléčné. Kyselinu octovou ani propionovou netvo-

ří. Katalasa je negativní, vzácně můţe být pozitivní (při růstu na vzduchu s doplňkem 

10 % CO2). Obvykle vyţadují různé vitaminy. Optimální růstová teplota je v rozmezí 

37 aţ 41 °C. Charakteristickým enzymem rodu je fruktoso-6-fosfát-fosfoketolasa. 

Bifidobakterie jsou prospěšnou součástí střevní mikroflóry (u kojenců představují aţ 

90 %), kde pomáhají udrţovat rovnováhu a znesnadňují jiným patogenním mikroorganis-

mům pomnoţení ve střevech. Tyto bakterie jsou navíc vybaveny mechanismy, kterými 

detoxikují 

škodlivé sloţky tráveniny [4, 6]. 

o B. bifidum – nachází se v potravinách a v klinickém materiálu, 

o B. adolescentis – výskyt u člověka [4]. 
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4 ČISTÉ MLÉKAŘSKÉ KULTURY 

Čisté mlékařské kultury jsou (ČMK) vybrané a vyšlechtěné mikroorganismy 

záměrně přidávané do mléka nebo smetany s cílem vyvolat určité specifické změny 

ve vzhledu, konzistenci, obsahu, chuti i dalších vlastností daného mléčného výrobku [10]. 

Pojem „čisté mlékařské kultury“ je však nutno si vykládat pouze technicky. Nejde 

totiţ o čisté kultury v pravém slova smyslu tohoto pojmu, ani o absolutní druhovou čistotu 

kultur, ale o jejich pojmové odlišení od dříve pouţívaných přírodních kyšek neznámého 

mikrobiologického sloţení. ČMK jsou sloţeny ze známých a ţádoucích mikroorganismů. 

V jednom typu  směsné ČMK bývá obsaţeno i několik druhů mikroorganismů. Většinou 

různých druhů bakterií mléčného kvašení nebo jiných uţitečných bakterií, kvasinek či plís-

ní [10]. 

4.1 Význam čistých mlékařských kultur 

Čisté mlékařské kultury hrají významnou roli při výrobě fermentovaných mléčných 

výrobků. Význam je zejména [37]: 

 Zdravotní – je prokázáno ţe ČMK způsobují dieteticko-léčebné účinky mlékáren-

ských výrobků. Jde o zvýšení výţivové hodnoty těch výrobků, u nichţ dochází 

k přeměně bílkovin mléka na stravitelnější formy. Bakterie mléčného kvašení 

obsaţené v ČMK  tvoří kyselinu mléčnou, která tlumí rozvoj neţádoucí hnilobné 

mikroflóry. Zvláště jsou významné ty mikroby, které mají schopnost implantace 

v lidském střevním traktu. 

 Technologický – zaváděním vybraných druhů mikroorganismů do pasterovaného 

mléka se zajistí ţádané biochemické procesy nutné k dosaţení specifických vlast-

ností jednotlivých výrobků. 

 Ekonomický – pouţívání ČMK dává předpoklad k dosaţení dobré, standardní 

jakosti výrobků. Sniţuje se zmetkovitost ve výrobě a zvyšuje se hospodárnost 

výroby. ČMK umoţňují také rozšiřování sortimentu výroby [37]. 

4.2 Startérové bakterie 

Startérové bakterie jsou především bakterie mléčného kvašení přidávané do mléka 

pro výrobu sýrů. Jejich primárním úkolem je zkvašováním laktosy produkovat kyselinu 
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mléčnou. Dále se mohou přidávat bakterie kvůli produkci antimikrobiálních látek (bakteri-

ocinů), které inhibují jiné, neţádoucí organismy, které mohou být obsaţeny v sýru [15]. 

BMK pouţity jako startérové jsou klasifikovány do dvou skupin – mezofilní a ter-

mofilní – v závislosti na jejich schopnosti produkovat kyselinu za různých teplot [15]. 

Primární funkcí startérových bakterií je vyrábět dostatečné mnoţství kyseliny 

v průběhu výroby sýra pro sníţení pH mléka na poţadovanou úroveň. Také přispívají ke 

zrání sýrů, jejich enzymy se podílí na proteolýze, lipolýze a konverzi aminokyselin 

a senzoricky aktivních látek [19]. 

4.3 Non-startéry 

V sýru mohou být přítomné také tzv. non-startérové mléčné bakterie (NSLAB). 

Jedná se o mikroorganismy, které jsou přirozeně přítomny v syrovém mléce a přeţívají 

pasterizaci nebo se do mléka dostávají sekundární kontaminací (post-pasterizační kontami-

nace). Nemusí však způsobovat kaţení mléčných výrobků. Naopak tyto bakterie mohou 

pomoci zlepšit organoleptické vlastnosti výsledného produktu a z tohoto důvodu se ještě na 

některých místech vyuţívá v určité míře k výrobě sýrů spontánní mikroflóra z prostředí 

[15]. 

Převládající non-startérové bakterie mléčného kvašení v sýrech jsou nejčastěji lak-

tobacily (Lactobacillus casei subsp. casei, subsp. pseudoplantarum nebo subsp. rhamno-

sus, Lb. brevis) a Pediococcus (např. Pediococcus pentosaceus). Non-startérové mikroor-

ganismy se mohou nacházet také na povrchu, příkladem mohou být kvasinky Geotrichum 

candidum, nebo bakteie Brevibacterim linens a druhy bakterie Micrococcus  [15].  

NSLAB jsou významnou součástí mikrobiální populace při zrání všech variant 

zrajících sýrů. S výjimkou leukonostoků nejsou NSLAB záměrně přidávány jako součást 

startovací kultury nebo jako sekundární doplněk kultury, ale jsou náhodnou kontaminací, 

která následně roste během dozrávání. V průběhu výroby sýrů většinou nepřispívají 

k produkci kyseliny, ale mají vliv na rozvoj chuti při zrání sýrů. Hlavními bakteriálními 

skupinami non-startérů jsou laktobacily, leukonostoky, pediokoky a enterokoky [19]. 

Je však nutno zajistit zdravotní nezávadnost výsledného produktu, protoţe tyto kul-

tury nejsou mnohdy prověřeny a mohou se podílet např. na tvorbě biogenních aminů nebo 

jiných látek, které mohou mít na lidský organizmus neţádoucí účinky [20, 21, 22]. 
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5 DEKARBOXYLÁZOVÁ AKTIVITA MIKROORGANISMŮ 

Dekarboxylace je reakce, při které se odštěpuje oxid uhličitý ze substrátu. Proces 

je katalyzovaný enzymy ze třídy lyas (dekarboxylasa). Působením dekarboxylas aminoky-

selin vznikají aminy, které mají obvykle významné fyziologické účinky, a proto se také 

označují jako biogenní aminy [24, 25]. 

Biogenní aminy jsou dusíkaté nízkomolekulární organické báze, které jsou tvořeny 

v průběhu metabolických procesů, zejména ve fermentovaných potravinách. Vyskytují 

se v různých potravinách jako jsou: rybí produkty, maso, masné výrobky, sýry, suché sa-

lámy, nealkoholické i alkoholické (víno, pivo) nápoje a jiné fermentované potraviny 

[23, 27, 28, 29]. 

Hlavními biogenními aminy vyskytující se v potravinách jsou histamin, tyramin, 

putrescin, kadaverin. Spotřeba potravin s vysokými koncentracemi těchto biogenních 

aminů mohou mít toxické účinky pro ty spotřebitele, jejichţ organismus má sníţenou 

schopnost tvořit  enzymy (monoaminooxidasy a diaminooxidasy) odpovědné za detoxikaci 

biogenních aminů. Alkohol zvyšuje neţádoucí účinky biogenních aminů. Histamin můţe 

způsobovat bolesti hlavy, nízký krevní tlak, krvácení, otoky, průjem. Tyramin způsobuje 

hypertenze. Kadaverin a putrescin mohou zhoršovat účinky histaminu a tyraminu [28, 29]. 

V sýrech se nejvíce vyskytuje histamin a tyramin. Schopnost různých mikroorga-

nismů produkovat biogenní aminy se značně liší. Schopnost tvořit biogenní aminy mají 

rody Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc [30]. 

K urychlení zrání sýrů jsou přidávány proteolytické enzymy nebo proteolytické 

startovací kultury. Degradační produkty proteolysy navyšují koncentraci peptidů a amino-

kyselin. Peptidy a aminokyseliny slouţí jako prekurzory pro tvorbu aminů v přítomnosti 

dekarboxylasa pozitivních mikroorganismů [31]. 

K přítomnosti a akumulaci biogenních aminů přispívají faktory [32, 33]: 

• dostupnost volných aminokyselin, 

• vhodné pH, 

• aktivita vody, 

• koncentrace solí, 

• teplota a čas zrání, 

• výskyt bakteriální mikroflóry a její hustota, 
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• synergické efekty mezi jednotlivými mikroorganismy, 

• přítomnost dekarboxylasa pozitivních mikroorganismů [32, 33]. 

Schopnost tvorby biogenních aminů byl popsán u několika skupin mikroorganismů, 

zejména Enterobacteriaceae, Pseudomonas ssp., Enterococcus a několik dalších bakterií 

mléčného kvašení [26, 34]. 

5.1 Vznik histaminu 

Dekarboxylace histidinu na histamin je z největší pravděpodobností způsobena mik-

roorganismem Lactobacillus buchneri. Tento mikroorganismus způsobuje kaţení potravin 

a jeho přítomnost tedy není  ţádoucí [28, 31]. V menších mnoţstvích je tento biogenní 

amin produkován také mikroorganismy Lb. fermentum, Lb. helveticus, Lactococcus lactis 

a Enterococcus faecium. Tyto mikroorganismy byly izolovány z švýcarského sýra [35]. 

Kromě bakterií mléčného kvašení mohou být producenty histaminu i další bakterie. 

Z gramnegativních bakterií to jsou např. Morganella morganiie, Photobacterium phospho-

reum, Enterobacter aerogenes, Raoultella planticola. Tyto mikroorganismy se vyskytují 

při kaţení ryb [28]. Mezi grampozitivní bakterie schopné přeměňovat histitin na histamin 

lze zařadit bakterie mléčného kvašení nebo bakterie působící kaţení potravin. Clostridium 

perfringens, Oenococcus oeni, Lb. buchneri, Lb. hilgardii, Tetragenococcus muriaticus 

a další [28].  

Produkce histaminu se po 24 hodinové inkubaci při 10 °C zpomalovala a úplně 

se zastavila při 5 °C. Při 1 °C nebyla zaznamenána produkce histaminu mikroorganismy 

Hafnia, Proteus  vulgaris, Pseudomonas sp. [34]. 

5.2 Vznik tyraminu 

Mezi bakterie produkující tyramin lze zařadit Lactobacillus, Enterococcus, 

Cornobacterium. V laboratorních podmínkách byla dokázána produkce tyraminu těmito 

rody bakterií Pseudomonas, Proteus, Enterococcus, Lactococcus [34]. 

5.3 Vznik kadaverinu 

Biogenní amin kadaverin vzniká dekarboxylací lysinu. Mikroorganismy uskutečňu-

jící tuto proměnu jsou např. zástupci čeledi Enterobacteriaceae (Escherichia. coli, Hafnia 

alvei, Salmonella enterica, S. typhinurium, Shigella flexneri), Vibrio vulnificus,V. cholerae, 

V. parahaemolyticus, Bacillus halodurans, B. subtilis, Clostirdium perfringens, 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 35 

 

Cl. acetobutylicum, Listeria monocytogenes, L. innocua, Stabphylococcus epidermidis, 

S. aureus [28]. 

Klebsiella pneumoniae po 24 hodinové kultivaci produkovala více kadaverinu při 

20 °C neţ při 10 °C [34]. 

5.4 Vznik putrescinu 

Biogenní amin putrescin vzniká dekarboxylací ornitinu. Jeho produkce byla zazna-

menána u mnohých bakterií, mezi které lze uvést Escherichea coli, Haemophilus influen-

zae, Salmonella typhimurium, Yersinia pestis, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemoliticus, 

Shigella flexneri [36]. V holandském sýru identifikovali tyto grampozitivní producenty 

tyraminu: Lactobacillus curvatus subsp. curvatus, Lb. helveticus, Enterococcus durans, 

E. faecalis, E. casseliflavus. 

Produkce putrescinu mikroorganismem Enterobacter cloacae byla zjištěna při 

20 °C po 24 hodinách inkubace. Při 10 °C produkce putrescinu nebyla zaznamenána [34]. 
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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6 CÍLE PRÁCE  

Cílem této bakalářské práce bylo identifikovat bakterie ve vzorcích sýrů a detekovat 

jejich dekarboxylázovou aktivitu (vznik biogenních aminů). Vzorkem byly sýry holand-

ského typu – eidamská cihla. 

Cílem teoretické části bylo vypracovat literární rešerši na téma: 

 technologie výroby sýrů holandského typu,  

 vyuţití bakteriálních kultur pro výrobu sýrů,  

 biochemických přeměn  a procesů zrání sýrů,  

 bakterie mléčného kvašení – čisté mlékařské kultury i non-startérové bakterie, 

 dekarboxylázová aktivita bakterií vyskytujících se v sýrech. 

Cílem praktické části bylo: 

 zachytit mikroorganismy ve čtyřech vrstvách přírodních sýrů holandského typu,  

 označit potenciální producenty biogenních aminů a tyto identifikovat, 

 detekovat mnoţství vyprodukovaných biogenních aminů izolovanými bakteriemi, 

 na základě teoretické části a výsledků praktické části formulovat závěry 

a doporučení. 
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7 MATERIÁL A METODIKA 

7.1 Vzorky 

Vzorkem byly cihly eidamského sýra se sloţením 50 % w/w sušiny a 30 % w/w 

tuku v sušině. Velikost cihly byla 1,2 – 1,4 kg s rozměry 9 x 9 x 14 cm. Sýry byly získány 

od producenta z České republiky. Vzorky sýrů byly rozděleny do 3 skupin. Část vzorků 

byla ze zracího sklepa a přemístěna do lednice (5 ± 1 °C) po 3 týdnech (23. den; dále ozna-

čeno 3W). Po 34 dnech (od počátku výroby) byla další skupina sýrů odebrána ze zracího 

sklepa do lednice (5 ± 1 °C), kde proběhlo další skladování (dále označeno jako 5W). 

Celou dobu pokusu zůstala ve zracím sklepě zbývající část cihel (označeno jako C). 

Dalším analyzovaným vzorkem byla startérová kultura v podobě provozního zákysu 

pro výrobu tohoto sýru. 

7.2 Kultivační půdy 

M17 agar 

M17 (Oxid) ....................................... 67,25 g 

Glukóza (Lach-Ner) .......................... 5,00 g 

Laktóza (Lach-Ner) ........................... 5,00 g 

Agar .................................................. 14,25 g 

Voda .................................................. 1000,00 ml 

Příprava: Příslušná naváţka půdy a ostatních sloţek,  byla rozpuštěna ve stanoveném 

mnoţství destilované vody a po sterilaci v autoklávu (121 °C, 20 min) rozlita na Petriho 

misky. 

 

Slanetz & Bartley Medium 

Tryptosa ............................................ 20,00 g 

Kvasničný extrakt ............................. 5,00 g 

Dextrosa ............................................ 2,00 g 

Hydrogenuhličitan (di)draselný ........ 4,00 g 

Azid sodný ........................................ 0,40 g 

Trifenyltetrazolium chlorid ............... 0,10 g 

Agar .................................................. 15,00 g 

Voda .................................................. 1000,00 ml 
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Příprava: Příslušná naváţka půdy byla opatrně zahřáta ve stanoveném mnoţství destilova-

né vody aţ do úplného rozpuštění.. Poté byla zchlazena ve vodní lázni na 50 °C a nalita 

na Petriho misky. 

 

Plate Count Agar 

Enzymatický hydrolyzát kaseinu ...... 5,00 g 

Kvasničný extrakt ............................. 2,50 g 

Glukosa ............................................. 1,00 g 

Agar .................................................. 15,00 g 

Voda .................................................. 1000,00 ml 

Příprava: Příslušná naváţka půdy byla rozpuštěna ve stanoveném mnoţství destilované 

vody a po sterilaci v autoklávu (121 °C, 20 min) rozlita na Petriho misky. 

 

Anaerobic agar 

Enzymatický hydrolyzát kaseinu ...... 20,00 g 

Chlorid sodný .................................... 5,00 g 

Dextrosa ............................................ 10,00 g 

Tioglykolan sodný ............................ 2,00 g 

Hydroxymethansulfinan sodný ......... 1,00 g 

Methylenová modř ............................ 0,002 g 

Agar .................................................. 20,00 g 

Voda .................................................. 1000,00 ml 

Příprava: Příslušná naváţka půdy byla rozpuštěna ve stanoveném mnoţství destilované 

vody a po sterilaci v autoklávu (121 °C, 20 min) rozlita na Petriho misky. 

 

Violet Red Bile Agar 

Masový pepton .................................. 7,00 g 

Kvasničný extrakt ............................. 3,00 g 

Směs ţlučových solí .......................... 1,50 g 

Lakosa ............................................... 10,00 g 

Chlorid sodný .................................... 5,00 g 

Neutrální čerň ................................... 0,03 g 

Krystalová violeť .............................. 00,002 g 
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Agar .................................................. 15,00 g 

Voda .................................................. 1000,00 ml 

Příprava: Příslušná naváţka půdy byla rozpuštěna ve stanoveném mnoţství destilované 

vody a po sterilaci v autoklávu (121 °C, 20 min) rozlita na Petriho misky. 

 

MRS agar 

Masový pepton .................................. 10,00 g 

Hovězí extrakt ................................... 8,00 g 

Kvasničný extrakt ............................. 5,00 g 

Glukosa ............................................. 20,00 g 

Polysorbát 80 .................................... 1,00 g 

Citran amonný ................................... 2,00 g 

Octan sodný ...................................... 5,00 g 

Heptahydrát síranu hořečnatého ....... 0,20 g 

Tetrahydrát síranu manganatého ....... 0,05 g 

Hydrogenfosforečnan (di)draselný ... 2,00 g 

Agar .................................................. 12,00 g 

Voda .................................................. 1000,00 ml 

Příprava: Příslušná naváţka půdy byla rozpuštěna ve stanoveném mnoţství destilované 

vody a po sterilaci v autoklávu (121 °C, 20 min) rozlita na Petriho misky. 

7.3 Vlastní stanovení – mikrobiologická analýza 

Mikrobiologická analýza vzorků sýrů byla provedena po 49 a 98 dnech (od začátku 

výroby) zrání/skladování eidamských sýrů. Analyzovány byly vţdy vzorky všech tří 

reţimů zrání/skladování (tj. C, 3W i 5W). 

Z analyzovaných cihel byl asepticky vykrojen středový pás (9 x 9 x 2 cm) 

a byl rozdělen na 4 vrstvy (I, II, III, IV). Vrstva I byla 7 mm od okraje, dalších 14 mm byla 

vrstva II, dalších 14 mm vrstva III a zbylý střed tvořil vrstvu IV. 

Z takto připravených sýrů byl asepticky odebrán vzorek. 10 g sýra do 90 ml 

sterilního fyziologického roztoku a byla provedena patnáctiminutová homogenizace ve 

stomacheru. Z takto připravené suspenze bylo pro rutinní kontrolu očkováno na příslušné 

půdy (VČŢL pro stanovení moţné přítomnosti koliformních bakterií , MRS pro stanovení 

bakterií mléčného kvašení, Slanetz-Bartley pro stanovení enterokoků, Anaerobic Agar 
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pro anaerobní sporuláty a Plate Count Agar pro celkové počty mikroorganismů) očkováno 

vţdy 100 μl suspenze zvoleného ředění. 

Inkubace pro koliformní bakterie a enterokoky proběhla v termostatu s teplotou 

37 ± 1 °C po dobu 48 hodin. Bakterie mléčného kvašení, anaerobní sporuláty a celkové 

počty mikroorganismů byly inkubovány při teplotě 30 ± 1 °C po dobu 48 – 72 hodin.  

Stejným způsobem byla provedena mikrobiologická startérové kultury. Na základě 

informací od výrobce obsahovala bakterie Lactococcus lactis subsp. lactis 

a Lactococcus lactis subsp. cremoris (Chr. Hansen, Nienburg/Weser, SRN).  

Po kultivaci a nárůstu kolonií byly z Petriho misek vybrány odlišné kolonie bakterií 

pro další testy. Celkem bylo vyizolováno 8 různých kolonií ze zákysu, z vrstvy I první cih-

ly 5 kolonií, z vrstvy IV celkem 8 kolonií. Z druhé cihly z I vrstvy bylo vybráno 13 kolonií 

a ze IV vrstvy 9 kolonií.  

7.3.1 Barvení podle Grama 

Teplem fixovaný nátěr inokula byl na podloţním sklíčku převrstven krystalovou 

violetí a po 60 sekundách bylo barvivo slito a sklíčko krátce opláchnuto vodou. Následova-

lo moření Lugolovým roztokem po dobu 30 s a následně bylo barvivo opět slilo a preparát 

byl krátce opláchnut vodou. Následně byl preparát po dobu 30 s odbarvován etanolem a na 

závěr byl dobarvován karbolfuchsinem po dobu 30 – 60 s. 

Preparát byl opláchnut vodou a sklíčko osušeno filtračním papírem a ponechán 

 na vzduchu doschnout. Takto připravené preparáty byly pozorovány mikroskopem 

v imerzním oleji. 

7.3.2 Tvorba katalasy 

Některé bakterie mají schopnost produkovat enzym katalasu, která rozkládá H2O2 

na vodu a molekulární kyslík. Na podloţní sklo byl kápnut 3 % H2O2, do kterého byla 

pomocí očkovací kličky vnesena z agarové plotny testovaná kolonie 24 hodinové kultury. 

Pozitivní výsledek se projevil uvolňováním bublinek O2 bezprostředně po přidání kultury. 

7.3.3 Detekce produkce biogenních aminů 

Z vyizolovaných a purifikovaných bakterií byla zjišťována produkce biogenních 

aminů (histaminu, tyraminu, putrescinu a kadaverinu), nejprve pomocí skríningové kulti-

vační metody za pouţití dekarboxylačního média podle Bover-Cid & Holzapfel [40]. 
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Dekarboxylačního médium obsahovalo odpovídající aminokyseliny (histidin, 

tyrosin, lysin, arginin nebo ornitin) o koncentraci 1 % (w/w) a indikátor pH (bromkresol 

purpur). 

Sloţení kultivačního média pro detekci biogenních aminů: hodnoty v g/100 ml média 

Triton ................................................ 0,5 

Kvasničný extrakt ............................. 0,5 

Masový extrakt ................................. 0,5 

NaCl .................................................. 0,25 

glukosa .............................................. 0,05 

tween 80 ............................................ 0,1 

MgSO4 .............................................. 0,02 

MnSO4 .............................................. 0,005 

FeSO4 ................................................ 0,004 

Citrát amonný ................................... 0,2 

Thiamin ............................................. 0,001 

K3PO4 ................................................ 0,2 

CaCO3 ............................................... 0,01 

Pyridoxal-5-fosfát ............................. 0,005 

Příslušná aminokyselina ................... 1,0 

Bromkresol purpur ............................ 0,006 

pH ...................................................... 5,3 

Všechny chemikálie pouţité při přípravě dekarboxylázového média byly dodány 

společností Sigma Aldrich. 

Testované bakterie byly kultivovány dvakrát v příslušných médiích (v souladu 

s médiem, ze kterého byly izolovány), které obsahovaly 0,1 % (w/w) odpovídající amino-

kyseliny a 0,005 % (w/w) pyridoxal-5-fosfátu. V dekarboxylázovém médiu byly izolované 

bakterie kultivované souběţně při teplotě 37 ± 1 °C a 30 ± 1 °C a výsledky byly posouzeny 

po 24, 48 a 72 hodinách. Pozitivní reakce se projevila v důsledku přítomnosti pH indikáto-

ru změnou zbarvení ze ţluté na fialovou. 

7.3.4 Biochemické testy API 50 CH 

Bakterie izolované z provozního zákysu a dále bakterie, které byly pomocí skrínin-

gové kultivační metody označeny za potenciální producenty biogenních aminů, byly dále 

identifikovány pomocí biochemických testů API 50 CH a pomocí dalších doplňkových 
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testů, které jsou uvedeny níţe. Identifikace byla provedena dle návodu výrobce 

ve spolupráci s Českou sbírkou mikroorganismů. 

API 50 CH je standardizovaný systém 50 biochemických testů pro určování 

sacharidového metabolismu mikroorganismů.  

API 50 CH a některé doplňující testy: 

GLY – glycerol 

ERY – erythritol 

DARA – D-arabinosa 

LARA – L-arabinosa 

RIB – D-ribosa 

DXYL – D-xylosa 

LXYL – L-xylosa 

ADO – D-adonitol 

MDX – methyl-β-D-xylopyranosa 

GAL – D-galaktosa 

GLU – D-glukosa 

FRU – D-fruktosa 

MNE – D-manosa 

SBE – L-sorbosa 

RHA – L-rhamnosa 

DUL – dulcitol 

INO – inositol 

MAN – D-manitol 

SOR – D-sorbitol 

MDM – methyl-α-D-mannopyranosid 

MDG – methyl-α-D-glukopyranosid 

NAG – N-acetylglukosamin 

AMY – amygdalin 

ARB – arbutin 

ESC – eskulin 

SAL – salicin 

CEL – D-cellobiosa 

MAL – D-maltosa 

LAC – D-laktosa 

MEL – D-melibiosa 

SAC – D-sacharosa 

TRE – D-trehalosa 

INU – inulin 

MLZ – D-melesitosa 

RAF – D-rafinosa 

AMD – amidon 

GLYG – glykogen 

XLT – xylitol 

GEN – gentiobinosa 

TUR – D-turanosa 

LYX – D-lyxosa 

TAG – D-tagatosa 

DFUC – D-fukosa 

LFUC – L-fukosa 

DARL – D-arabitol 

LARL – L-arabitol 

GNT – glukonát draselný 

2KG – 2-ketoglukonát draselný 

5KG – 5-ketoglukonát draselný 

GLG – produkce plynu z glukosy 

NH3 – produkce amoniaku 

C15 – růst při teplotě 15 °C 

C45 – růst při teplotě 45 °C  

 

7.3.5 Identifikace metodou rep-PCR 

Metoda rep-PCR fingerpriting byla opět provedena ve spolupráci s Českou sbírkou 

mikroorganismů, a to v souladu s metodikou Švec et al. [41]. Amplikony byly syntetizová-

ny za pomoci primeru (GTG)5 (5´-GTG GTG GTG GTG GTG- 3´). 

Bakteriální DNA byla izolována metodou alkalické extrakce. PCR směs (v celko-

vém objemu 25 μl) obsahovala 1µl buněčného lyzátu, 1 µmol/l primeru (GTG)5, 

200 µmol/l kaţdého dNTP, 2 U Taq DNA polymerasy a 2,5 µl  TermoPol reakčního pufru 
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(10 x koncentrovaného). PCR byla provedena v termocykleru T-personal (Biometra, SRN), 

na kterém byl nastaven následující program: počáteční denaturace při 94 °C po dobu 

7 minut; následovalo 30 cyklů denaturace při 94 °C po dobu 1 minuty, nasednutí primerů 

(annealing) při 40 °C po dobu 1 minuty, a vlastní polymerační reakce při 65 °C 8 min. 

Poslední cyklus byl následován finální elongací při 65°C po 16 min.  

Získané PCR produkty byly rozděleny horizontální elektroforézou pomocí 1,5% 

agarosového gelu (200 x 250 mm) v 0,5 x TBE pufru s konstatním napětím 

60 V (≈1,7 V cm
-1

) po dobu cca 16 hodin. Výsledné fingerpriny byly digitalizovány 

a zpracovány pomocí softwaru BioNumerics v.4.601. Obdrţené rep-PCR profily byly 

porovnány s (GTG)5-PCR databází České sbírky mikroorganismů zahrnující zástupce 

kmenů Lactobacillus. Dendrogramy byly vypočteny pomocí Pearsonových korelačních 

koeficientů za pouţití  metody numerické shlukové analýzy (UPGMA). 

 

7.4 Chromatografická detekce biogenních aminů 

Médium po kultivaci bakterií bylo centrifugováno při 10 000 otáčkách za minutu po dobu  

10 minut. Následně byla směs zfiltrována přes 0,45 μm filtr 100 μl takto připravené směsi 

bylo nastříknuto do analyzátoru aminokyselin AAA400 (Ingos, Praha, Česká republika), 

jehoţ součástí je kolona naplněná ionexem Ostion LG ANG (55 x 3,7 mm; Ingos, Praha, 

Česká republika). Detekce probíhala po postkolonové ninhydrinové derivatizaci spektrofo-

tometrickým detektorem při 570 nm. Standardy biogenních aminů byly zakoupeny od 

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Kaţdá směs byla analyzována minimálně dvakrát. Pokud 

byla koncentrace biogenních aminů ve směsi příliš vysoká, byl pro ředění pouţit dávkovací 

pufr. Stanovení probíhalo metodou dle Buňková a kol. (2009) a Hlobilová (2009) [44, 45]. 
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8 VÝSLEDKY A DISKUZE 

8.1 Stanovení počtu bakterií 

Počty bakterií mléčného kvašení se v sýrech, které byly 49 dnů uloţeny ve sklepě 

(C), pohybovaly v řádech 10
7 

CFU/g, přičemţ nejvíce jich bylo zjištěno v I. vrstvě, násled-

ně ve II. a méně ve IV. vrstvě (tabulka 2). V sýrech, které byly po 23 dnech přemístěny 

ze sklepa do lednice (3W), se počty pohybovaly v mnoţství o jeden řád méně (10
6 

CFU/g) 

neţ v sýrech uloţených po celou dobu experimentu ve zracím sklepě, coţ bylo způsobeno 

sníţením teploty. Počty se opět směrem dovnitř sýra zmenšovaly. Sýry, které byly ze 

sklepa do lednice přemístěny po 38 dnech, obsahovaly počty bakterií řádově stejné 

(i kdyţ o něco niţší) jako sýry zrající po celou dobu ve sklepě. Opět se počty směrem 

dovnitř sýra zmenšovaly.  

Tab. 2: Počty bakterií mléčného kvašení v jednotlivých vrstvách v závislosti na zrání/ skla-

dování testovaných sýrů 

Den odběru 

vzorku 

Reţim 

zrání/skladování 

vrstva Bakterie mléčného 

kvašení 

(log CFU/g) 

49 C I 7.93 ± 0.47 

  II 7.61 ± 0.38 

  IV 7.48 ± 0.32 

 3W I 6.78 ± 0.42 

  II 6.57 ± 0.39 

  IV 6.21 ± 0.28 

 5W I 7.65 ± 0.24 

  II 7.42 ± 0.36 

  IV 7.31 ± 0.22 

98 C I 6.91 ± 0.39 

  II 6.65 ± 0.27 

  IV 6.05 ± 0.49 

 3W I 5.98 ± 0.48 

  II 5.56 ± 0.59 

  IV 5.28 ± 0.21 

 5W I 6.22 ± 0.42 

  II 5.84 ± 0.33 

  IV 5.57 ± 0.31 

 

Stejné stanovení proběhlo i po 98 dnech zrání/skladování sýrů. V tomto období 

počty bakterií mléčného kvašení ve všech testovaných sýrech i vrstvách poklesly oproti 

předchozímu stanovení zhruba o jeden řád. Počty bakterií mléčného kvašení byly opět 
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nejvyšší v sýrech uloţených po celou dobu experimentu ve zracím sklepě (tabulka 2) 

a pohybovaly se v řádech 10
6
 CFU/g. U sýrů, které byly po 3 týdnech přemístěny ze sklepa 

do lednice (3W) byly zjištěny počty BMK řádově 10
5
. Mnoţství bakterií mléčného kvašení 

v sýrech uloţených 5 týdnů ve sklepě (5W) bylo na rozmezí počtů zjištěných u sýrů uloţe-

ných po celou dobu pokusu ve sklepě a sýrů přemístěných po 3 týdnech do lednice. Počty 

bakterií ze vzorků 3W byly vţdy o řád niţší neţ počty BMK u sýrů označených C. 

Sýry 5W měly pro svou delší dobu skladování ve zracím sklepě počty více se blíţící ke 

vzorkům C. Při kaţdém stanovení byly počty ze všech vzorků uvnitř sýra nejniţší. 

Během celého experimentu nebyly v ţádném z analyzovaných vzorků sýrů na pří-

slušných selektivních kultivačních půdách zachyceny koliformní bakterie, enterokoky ani 

anaerobní sporulující bakterie. 

8.2 Identifikace bakterií  

Všechny vybrané kolonie pro tyto testy (viz. kapitola 7.3.) byly označeny jako 

grampozitivní a katalasový test byl hodnocen jako negativní. 

Ve spolupráci s Českou sbírkou mikroorganismů byla provedena identifikace bakte-

rií, které byly pomocí kultivační metody v dekarboxylačním médiu (viz kapitola 7.3.3.) 

označeny za potenciální producenty biogenních aminů. Identifikace pomocí rep-PCR a na 

základě fenotypových znaků určila analyzované kmeny jako Lactobacillus curvatus subsp. 

curvatus (3 kmeny), Lactobacillus plantarum (1 kmen), Lactobacillus casei/paracasei 

(6 kmenů) a Lactococcus lactis subsp. lactis (4 kmeny). 

Na základě biochemických charakteristik bylo zjištěno ţe kmeny Z-2 a AIV-9 jsou 

naprosto identické. Další blízká podobnost byla zjištěna u kmenů z provozního zákysu 

Z-3 a Z-6, a to zhruba na úrovni 96 %. Kmeny Z-2, Z-3, Z-6 a AIV-9 si byly podobny  

z cca 94 %. Podobné charakteristiky vykazoval i kmen Z-1. Těchto 5 kmenů vykazovalo 

odlišnost zhruba na úrovni 22 % a všechny byly identifikovány  jako laktokoky. Další 

blízká podobnost byla zjištěna u kmenů označených AI-5 a AIV-13, stejně tak i u kmenů 

AIV-3 a AIV-11, jejichţ podobnost byla přibliţně na úrovni 97 %. Kmeny AI-5, AI-7, 

AIV-1, AIV-3, AIV-11, AIV-13 a AIV-18, tvořily skupinu laktobacilů s podobností 72 %. 

Všechny tři izoláty Lb. curvatus (AI-2, AI-3, AIV-15) měly identický bioprofil  

a pravděpodobně se jedná o tentýţ kmen. Naproti tomu izoláty komplexu 

Lb. casei/paracasei (AI-5, AIV-1, AIV-3, AIV-11, AIV-13, AIV-18) vykazovaly určité 
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rozdíly v biochemických charakteristikách, coţ pravděpodobně ukazuje na přítomnost roz-

dílných kmenů.  

Tab. 3: Výsledky testu API 50 CH 

Číslo GLY ERY DARA LARA RIB DXYL LXYL ADO MDX GAL GLU FRU MNE SBE RHA DUL INO MAN

Z-1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0

Z-2 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 1

Z-3 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 1

Z-6 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0

AI-5 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 1

AI-7 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 1

AIV-1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 1 1

AIV-3 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 0 1 1

AIV-9 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 1

AIV-11 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 0 1 1

AIV-13 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 1

AIV-18 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 0 1 1

Číslo SOR MDM MDG NAG AMY ARB ESC SAL CEL MAL LAC MEL SAC TRE INU MLZ RAF AMD

Z-1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0

Z-2 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1

Z-3 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1

Z-6 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1

AI-5 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0 0

AI-7 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0

AIV-1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0

AIV-3 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0 0

AIV-9 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1

AIV-11 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0 0

AIV-13 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0 0

AIV-18 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0

Číslo GLYG XLT GEN TUR LYX TAG DFUC LFUC DARL LARL GNT 2KG 5KG GLG NH3 C15 C45

Z-1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0

Z-2 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Z-3 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0

Z-6 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0

AI-5 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0

AI-7 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0

AIV-1 0 0 1 1 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0

AIV-3 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0

AIV-9 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

AIV-11 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1

AIV-13 0 0 1 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0

AIV-18 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1  

Značení: 

Z - provozní zákys;AI - vzorek odebraný z první vrstvy; AIV - vzorek odebraný ze čtvrté 

vrstvy; Čísla za pomlčkou ukazují označení kmene; 1 - test prokazoval pozitivní výsledek; 

0 - test prokazoval negativní výsledek. 

 

Ţádný z kmenů neutilizoval glycerol, L-xylosu, methyl-β-D-xylopyranosu, 

L-rhamnosu, erythritol,  glykogen, xylitol, D- a L-fucosu, methyl-α-D-mannonpyranosid, 

dulcitol, methyl-α-D-glukopyranosid (tabulka 3). Rovněţ tak ţádný z identifikovaných 

kmenů neprodukoval plyn z glukosy. Naopak všechny analyzované kmeny izolovaných 

bakterií, které byly označeny za potenciální producenty biogenních aminů, zkvašovaly 

D-galaktosu, D-glukosu, D-fruktosu a D-mannosu. D-laktosu uklizovaly všechny 
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stanovované kmeny s výjimkou kmene AIV-1. Tento kmen měl také u dalších testů odlišné 

výsledky. Při teplotě 15 °C byl pozorován růst většiny kmenů, na rozdíl od růstu při teplotě 

45 °C.  

Kromě biochemických a růstových charakteristik byly bakterie rovněţ identifiková-

ny metodou rep-PCR. Na základě získaných fingerprintů byla  zjišťována jejich podobnost 

metodou UPGMA zaloţenou na shlukové analýze (obrázek 7). 
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Obr. 7: Dendrogram vycházející ze shlukové analýzy rep-PCR fingerprintů kmenů 

izolovaných ze sýrů a provozního zákysu a referenčních kmenů 

Fingerprinty získané metodou rep-PCR rozdělily analyzované izoláty do několika 

klusterů odpovídajících Lb. curvatus subsp. curvatus, Lb. plantarum a Lb. casei/paracasei  

a L. lactis subsp. lactis (obrázek 7). Tyto výsledky tak potvrdily výsledky identifikace 

získané pomocí biochemických a růstových charakteristik. 

8.3 Detekce produkce biogenních aminů 

Tvorba biogenních aminů bakteriemi, které byly identifikovány, a které skríningová 

metoda označila jako potenciálně producenty biogenních aminů, byla kvantifikována 
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pomocí iontově-výměnné chromatografie v dekarboxylačním médiu. Obsah biogenních 

aminů byl zhodnocen a rozdělen do 4 skupin (tabulka 4):  

1. bez produkce biogenních aminů,  

2. slabá produkce (≤ 10 mg.l
-1

),  

3. střední produkce (10 – 100 mg.l
-1

),  

4. silná produkce (> 100 mg.l
-1

l) biogenních aminů.  

Tab. 4: Produkce biogenních aminů identifikovanými mikroorganismy 

Zdroj izolace Kmen Druh Produkce biogenních aminů 

   Tyramin Putrescin Kadaverin 

Provozní zákys BS-2 Lc. lactis subsp. lactis - - - 

 BS-3 Lc. lactis subsp. lactis - - - 

 BS-6 Lc. lactis subsp. lactis - - - 

Povrchová  LI-2 Lb. curvatus  +++ ++ + 

vrstva I LI-3 Lb. curvatus  +++ +++ - 

 LI-5 Lb. casei/paracasei  - - - 

 LI-7 Lb. plantarum ++ - - 

Povrchová  LIV-1 Lb. casei/paracasei - - - 

vrstva IV LIV-3 Lb. casei/paracasei - - - 

 LIV-9 Lc. lactis subsp. lactis - - - 

 LIV-11 Lb. casei/paracasei  ++ - + 

 LIV-13 Lb. casei/paracasei ++ - + 

 LIV-15 Lb. curvatus  +++ +++ - 

 LIV-18 Lb. casei/paracasei - - - 

 

Všechny kmeny byly negativní na produkci histaminu. Z testovaných mikroorga-

nismů Lb. curvatus (LI-2) byl silným producentem tyraminu, středně produkoval také 

putrescin a slabě kadaverin. Lb. curvatus LI-3 byl silným producentem tyraminu 

a putrescinu. Lb. plantarum  LI-7 produkoval pouze tyramin, produkce byla označena jako 

střední. Lb. casei/paracasei (LIV-11 a stejně tak LIV-13) produkoval tyramin středně silně 

a kadaverin slabě. Naproti tomu Lb. curvatus LIV-15 byl silným producentem dvou 

biogenních aminů, a sice tyraminu a putrescinu. 

U ţádného ze tří kmenů izolovaných z provozního zákysu nebyla zjištěna produkce 

ţádného z biogenních aminů. 
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9 SOUHRNNÁ DISKUZE 

Jako producenti biogenních aminů byly identifikovány kmeny Lb. curvatus, jehoţ 

tvorba biogenních aminů převaţovala ve vrchní i střední vrstvě. Burdychová & Komprda 

[30] také izolovali tuto bakterii z přírodních sýrů holandského typu. V této studii byl 

Lb. curvatus stanoven jako výhradní producent putrescinu. Kromě putrescinu Pereira et al. 

[46] a Bover-Cid et al. [47] uvádí i produkci tyraminu. Jeden kmen této bakterie také 

produkoval kadaverin, coţ ale není podle dostupné literatury obvykle popisováno. 

Lactobacillus plantarum byl jako původce biogenních aminů identifikován ve vrch-

ní vrstvě, produkoval putrescin. Stejně tak uvádí ve své práci i Arena et al. [48] 

a Arena et al. [49] uvádí i produkci putrescinu. 

Lb. casei/paracasei byl identifikován jako producent biogenních aminů ve střední 

vrstvě. U dvou z šesti izolovaných a identifikovaných kmenů byla zaznamenána produkce 

tyraminu a kadaverinu. Podle Wouters et al. [50] a Oner et al. [51] jsou Lb. casei/paracasei 

častými zástupci non-startérových bakterií mléčného kvašení v přírodních sýrech, ale podle 

Landete & Pardo [52] nepatří k obvyklým producentům biogenních aminů.  

Histamin nebyl u ţádných z bakterií detekován, přestoţe Komprda et al. [26, 36] 

uvádí vysokou produkci histaminu v přírodních sýrech.  

Nejvyšší obsah biogenních aminů byl stanovený v sýrech, které zrály celou dobu 

ve sklepě. Menší pokles produkce byl zaznamenaný v sýrech které se po 38 dnech přemís-

tily ze zracích sklepů do lednice s niţší teplotou. A nejmenší produkce byla zaznamenaná 

u sýrů, které se do lednice přemístili uţ po 23 dnech. Z toho lze soudit, ţe se sníţenou 

teplotou skladování se zpomaluje tvorba biogenních aminů. Stejně tak uvádí i  

Gardini et al. [53] při kultivaci modelových bakterií mléčného kvašení, ţe růst koncentrace 

biogenních aminů se zpomaluje při poklesu teploty. 

Na základě získaných výsledků lze vyslovit určitá doporučení pro minimalizaci 

výskytu biogenních aminů v eidamských sýrech. Mnohé studie ukazují na to, ţe se zvyšu-

jícím se mnoţstvím prekurzorů biogenních aminů se jejich produkce zvyšuje. Z tohoto 

důvodu je vhodné při výrobě fermentovaných potravin prověřovat nejen kmeny 

mikroorganismů, ale sledovat také koncentraci prekurzorů (tj. krátkých peptidů a volných 

aminokyselin) pro dekarboxylázové reakce. 
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Jak ukázaly výsledky, byly původci biogenních aminů v sýrech holandského typu 

non-starterové bakterie a/nebo spontánní mikroflóra. Proto lze z důvodu prevence produk-

ce biogenních aminů v potravinách a zvýšení bezpečnosti potravin doporučit důsledné 

dodrţování hygienických předpisů a podmínek správné výrobní praxe. Z hlediska vnějších 

faktorů a podmínek výroby a uchovávání eidamských sýrů volit takové úrovně těchto 

faktorů a podmínek, které minimalizují produkci biogenních aminů v potravinách 

a surovinách. Na druhou stranu je nutno tyto úrovně volit kompromisně tak, aby byly 

zachovány funkční a organoleptické vlastnosti výsledných produktů. 
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ZÁVĚR 

V bakalářské práci byla provedena mikrobiologická analýza přírodních sýrů holandského 

typu a následně identifikace mikroorganizmů a detekce produkce biogenních aminů. 

 Největší počty mikroorganismů byla stanovena ve vnějších vrstvách sýrů,  směrem 

 dovnitř počty klesaly. 

 Izolované mikroorganismy byly převáţně non-starterové bakterie mléčného kvaše-

ní, které byly identifikovány jako Lb. curvatus, Lb. plantarum a Lb.casei/paracasei. 

 Nejvyšší produkce biogenních aminů byla stanovena v sýrech, které byly po celou 

dobu zrání umístěny ve zracích sklepech. 

 Tyramin byl produkován třemi  kmeny Lb. curvatus,jedním kmenem Lb. plantarum 

a dvěma kmeny Lb.casei/paracasei. 

 Putrescin byl produkován třemi kmeny Lb. curvatus. 

 Kadaverin byl produkován jedním kmenem Lb.curvatus a dvěma kmeny 

Lb. casei/paracasei. 

 Produkce histaminu nebyla zjištěna u ţádného kmene. 

 Ze startérové kultury nebyla izolovaná ţádná bakterie produkující biogenní aminy. 
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