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ABSTRAKT 

Cílem této bakalářské práce bylo zjistit inhibiční působení protektivních kultur na bakterie 

rodu Enterococcus, které mají schopnost vytvářet biogenní aminy. Vysoké koncentrace 

těchto látek v potravinách mohou působit nepříznivě na zdraví konzumentů. Bylo zjištěno, 

že největší inhibiční efekt vykazují Lactococcus lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis a 

některé kmeny Lactococcus lactis ssp. lactis. Tyto protektivní kultury nejvíce ovlivňovaly 

růst bakterií Enterococcus faecium a Enterococcus sp. Teoretická část této práce se zabývá 

bakteriociny, což jsou látky vykazující antimikrobiální účinky. Dále byly popsány protek-

tivní kultury, rod Enterococcus a biogenní aminy produkované tímto rodem. 
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ABSTRACT 

The aim of this study was to investigate inhibitory effect of protective cultures on decarbo-

xylase-positive enterococci. Hight concentration of biogenic amines in food can affect con-

sumer’s health. The highest inhibitory effect has observed in Lactococcus lactis ssp. lactis 

biovar. diacetylactis and some strains of Lactococcus lactis ssp. lactis. These protective 

cultures mostly inhibited Enterococcus faecium and Enterococcus sp. Bacteriocins, pro-

tective cultures, genus Enterococcus and biogenic amines are described in theoretical part. 
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ÚVOD 

Potraviny jako jsou sýry, fermentované masné výrobky, zelenina, víno, pivo patří mezi 

rizikové z pohledu obsahu vysokých koncentrací biogenních aminů. Výskyt velkého 

množství biogenních aminů právě u těchto potravin je dán činností mikroorganizmů 

s dekarboxylázovou aktivitou, které jsou v procesu výroby záměrně přidávány do těchto 

produktů. Nadměrný příjem biogenních aminů může mít negativní dopad na zdravotní stav 

konzumentů. Potraviny sloužící k výživě lidí musí vykazovat zdravotní nezávadnost, také 

z toho důvodu vzniká snaha zabránit výskytu velkého množství biogenních aminů 

v potravinách. 

Jednou z možných variant jak snížit koncentraci biogenních aminů v potravinách je aplika-

ce protektivních kultur. Jedná se o mikroorganizmy, které produkují bakteriociny nebo jiné 

látky, jež inhibují růst ostatních mikroorganizmů. Předmětem této bakalářské práce bylo 

studium inhibičních vlivů vybraných protektivních kultur na baterie s dekarboxylázovou 

aktivitou rodu Enterococcus, jež byly izolovány z masa a masných výrobků. Znalost a po-

chopení inhibičního působení protektivních kultur by mohly hrát důležitou roli v procesu 

výroby již zmiňovaných rizikových potravin.  
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 INHIBIČNÍ LÁTKY PRODUKOVANÉ MIKROORGANIZMY 

VYUŽÍVANÉ V POTRAVINÁŘSTVÍ 

Již od dob Louise Pasteura a Roberta Kocha byla potřeba vědecky kontrolovat nežá-

doucí mikroorganizmy v našem prostředí. Penicilin, který byl náhodou objeven Alexan-

drem Flemingem roku 1929, umožnil používání terapeutických antibiotik, ovšem nadměr-

né užívání antibiotik v posledních několika desetiletích vedlo k vyvinutí rezistence bakteri-

álních kmenů k antibiotikům. Z tohoto důvodu byl Evropskou unií roku 2006 odsouhlasen 

úplný zákaz používání antibiotických prostředků přidávaných do krmiv na podporu růstu 

pro hospodářská zvířata [1, 2].  

V potravinářství se využívá mnoho chemických látek jako konzervačních činidel, jed-

ná se například o kyselinu benzoovou a benzoly, sorbovou kyselinu a sorbáty, parabeny, 

siřičitany, dusitany a další. Spotřebitelé se neustále obávají možných nepříznivých účinků 

těchto látek, tudíž vyžadují potraviny čerstvé, popřípadě potraviny s dlouhou dobou mini-

mální trvanlivosti, pro jejíž dosažení byly použity přírodní konzervační látky nebo jiné 

technologické operace než přídavek konzervačních látek. Tato skutečnost vedla k zahájení 

mnoha výzkumů zabývajících se hledáním účinných, ale přírodních konzervačních látek, 

mezi které patří bakteriociny [1, 3, 4].  

1.1 Bakteriociny 

Bakteriociny jsou ribozomálně syntetizované antibakteriální peptidy, které produkuje 

většina bakterií (gramnegativních i grampozitivních), rostoucích v přírodních ekosysté-

mech, s úzkým specifickým účinkem proti kmenům stejných nebo blízce příbuzných dru-

hů. Jsou složeny z peptidů nebo peptidových komplexů, typicky obsahujících 30 – 60 ami-

nokyselinových zbytků a jsou v bioaktivní formě produkovány extracelulárně. Mechani-

zmus účinku spočívá v narušení cytoplazmatické membrány, kdy dochází k vytvoření pórů 

ve fosfolipidové dvojvrstvě. Dále může dojít k inhibici proteosyntézy, klíčení spor nebo 

tvorby peptidoglykanu (mureinu). Bakteriociny jsou pouze jednou kategorií látek produko-

vaných bakteriemi, které vykazují inhibiční účinky. Již roku 1679 Antonie van 

Leeuwenhoek dokumentoval antibiózu, neboli vzájemné potlačování růstu a jiných život-

ních projevů jednoho organizmu druhým. Kromě bakteriocinů produkují bakterie i jiné 

inhibiční látky, kyseliny, které snižují pH prostředí, malé molekuly mající negativní vliv na 

bakterie v okolí, např. peroxid vodíku, diacetyl, hypothiokyanát (aniont [OSCN]-), reuterin 
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(sekundární metabolit, produkovaný bakterií Lactobacillus reuteri), antibiotika, lytická 

činidla, toxiny. S tak širokým rozsahem možných inhibičních produktů se může stát, že 

některé inhibiční účinky nemusí být vyvolány bakteriociny. Proto při studii účinků bakteri-

ocinů musíme vždy vědět, v jakém množství jsou přítomny organické kyseliny a dbát na 

odstranění jejich kyselých účinků. Některé bakterie mohou produkovat více než 1 bakteri-

ocin např. Streptococcus salivarius, Streptococcus uberis, Streptococcus mutans a 1 bakte-

riocin může být produkován různými bakteriemi. Schopnost syntetizovat jeden nebo více 

bakteriocinů je velmi výhodná vlastnost, která dává danému mikroorganizmu příležitost 

pro přežití tím, že může inhibovat růst konkurenčních organizmů v daném prostředí. Uká-

zalo se, že je výhodné pracovat s bakteriociny při aplikaci bariérové teorie, která využívá 

synergie kombinací více konzervačních prostředků [1, 5, 10]. 

1.1.1 Bakteriociny gramnegativních bakterií 

Prvním objeveným bakteriocinem byl kolicin, baktericidní peptid produkovaný bakte-

rií Escherichia coli a příbuznými druhy čeledi Enterobacteriaceae, který působí proti blíz-

kým kmenům Escherichia coli. Bakteriociny produkované gramnegativními bakteriemi 

jsou celkově větší než bakteriociny grampozitivních bakterií, mají specifický receptor, kte-

rý slouží k navázání na buňku, kterou inhibují. Mohou působit třemi různými mechanizmy: 

1. tvorba iontových kanálků v cytoplazmatické membráně 

2. hydrolýza DNA pomocí nukleáz 

3. inhibice proteosyntézy [1, 5]. 

1.1.2 Bakteriociny grampozitivních bakterií  

Bakteriociny produkované grampozitivními bakteriemi obvykle nemají specifický 

receptor pro navázání buňky, ale existují i výjimky. Většinou mají nižší molekulovou 

hmotnost než bakteriociny produkované gramnegativními bakteriemi. Běžně se rozdělují 

do 4 tříd [1].  

1.1.2.1 Třída I – lantibiotika 

Lantibiotika jsou malé (< 5 kDa) peptidy, obsahují neobvyklé aminokyseliny 

lanthionin, methyllanthionin, dehydroalanin a dehydrobutyrin a podstupují rozsáhlé post-

translační úpravy. Většina těchto bakteriocinů má poměrně široké spektrum účinku, nei-

nhibují pouze příbuzné bakterie patřící do rodů Enterococcus, Pediococcus, Lactobacillus, 

Lactococcus, Leuconostoc, Streptococcus, účinkují také proti méně příbuzným grampozi-
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tivním bakteriím, jako jsou Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus ce-

reus a Clostridium botulinum. Některé bakteriociny této třídy, např. nisin a termofilin 13, 

brání vyklíčení spor Bacillus cereus a Clostridium botulinum. Bakteriociny patřící do této 

třídy se dále dělí podle chemické struktury a antimikrobiální aktivity na 2 typy A a B [1, 5, 

13].  

1. Lantibiotika typu A 

Do této skupiny řadíme prodloužené lineární hydrofobní peptidy s kladným nábojem. 

Jejich účinek spočívá ve vytvoření pórů, které jsou plně propustné pro veškeré látky, čímž 

dochází ke ztrátě protonmotivní síly (protonového gradientu), membránového potenciálu a 

látek nutných k existenci buňky, zejména intracelulárního ATP a aminokyselin [1, 6, 8].  

2. Lantibiotika typu B 

Lantibiotika typu B jsou menší kulaté peptidy mající negativní nebo nulový náboj. An-

timikrobiální aktivita souvisí s inhibicí specifických enzymů [1, 8].  

1.1.2.2 Třída II 

Tato třída je třídou nejpočetnější a nejvíce prostudovanou. Řadíme zde malé  

(< 10 kDa) kulaté tepelně stabilní peptidy, které neobsahují lanthion a nepodléhají násled-

ným posttranslačním úpravám. Jsou rozděleny do 3 podskupin [1, 6, 13].  

1. Třída II–a 

Tato třída, označovaná také jako cystibiotika, zahrnuje peptidy podobné pediocinu, 

obsahující ve své molekule cystein. A to minimálně 2 cysteinové zbytky, které mezi sebou 

vytvářejí disulfidové můstky. Přičemž pediocin PA-1, enterocin A a divercin V41 vynikají 

tím, že obsahují o jeden pár cysteinových zbytků více, mají tedy i o jednu disulfidovou 

vazbu víc. Tyto bakteriociny mají poměrně úzké spektrum účinku, to znamená, že inhibují 

pouze úzce příbuzné grampozitivní bakterie. Obecně platí, že rody Enterococcus, Lacto-

bacillus, Pediococcus jsou na bakteriociny této třídy velmi citlivé, naproti tomu rod La-

cotococcus je více rezistentní. Bylo zjištěno, že pediocin PA-1 inhibuje různé druhy Ente-

rococcus, Lactobacillus a Pediococcus, avšak pouze jeden z 11 testovaných druhů Lacto-

coccus. Tato podskupina je významná svým účinkem proti listerii, proto se předpokládá, že 

budou dalšími bakteriociny schválenými pro využití v potravinářství. Prozatím je jejich 

aplikace do potravin pouze ve fázi testování. Všechny bakteriociny třídy II–a jsou produ-
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kovány bakteriemi mléčného kvašení. Samotné produkující kmeny jsou proti bakterioci-

nům imunní, díky syntéze proteinů, které obsahují 88 – 114 aminokyselin [1, 6]. 

2. Třída II–b 

Dvoupeptidové bakteriociny, které ke své plné funkci vyžadují přítomnost dvou růz-

ných peptidů [7]. 

3. Třída II–c 

Tato třída zahrnuje všechny zbývající nízkomolekulární bakteriociny, které nepatří do 

předešlých dvou podskupin [1]. 

1.1.2.3 Třída III 

Bakteriociny patřící do této třídy nejsou moc dobře charakterizovány. Jedná se o vel-

ké (>30 kDa), tepelně labilní proteiny [1].  

1.1.2.4 Třída IV 

Bakteriociny třídy IV jsou komplexní bakteriociny, jejichž molekula se skládá z pro-

teinové části a části neproteinové, která může být tvořena např. lipidy, sacharidy, polysa-

charidy [1, 7].  

Zástupce jednotlivých tříd popřípadě podtříd bakteriocinů spolu s produkujícími kme-

ny nalezneme v Tab. 1. 
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Tab. 1 Příklady bakteriocinů a produkujících kmenů jednotlivých tříd [1, 7] 

BAKTERIOCIN PRODUCENT 

Třída I-typ A lantibiotika 
Nisin Lactococcus lactis subsp. lactis 

lactocin S Lactobacillus sakei  

lacticin 3147 Lactococcus lactis 

thermophilin 13 Streptococcus thermophilus  

Třída I-typ B lantibiotika 
Mersacidin Bacillus subtilis 

Cinnamycin Streptomyces cinnamoneus 

Ancovenin Streptomyces sp. 

Duramycin Streptomyces cinnamoneus 

Actagardin Actinoplanes sp. 

Třída II-a 
pediocin PA-1 Pediococcus acidilactici 

sakacin A Lactobacillus sakei 

sakacin P Lactobacillus sakei 

mesentericinY105 Leuconostoc mesenteroides 

enterocin A Enterococcus faecium 

divercin V41 Carnobacterium divergens 

lactococcin MFII Lactococcus lactis 

Třída II-b 
lactococcin G Lactococcus lactis 

lactococcin M Lactococcus lactis 

lactacin F Lactobacillus johnsonii 

plantaricin A Lactobacillus plantarum 

plantaricin S Lactobacillus plantarum 

plantaricin EF Lactobacillus plantarum 

plantaricin JK Lactobacillus plantarum 

Třída II-c 
acidocin B Lactobacillus acidophilus 

carnobacteriocin A Carnobacterium piscicola 

divergicin A Carnobacterium divergens 

enterocin P Enterococcus faecium 

enterocin B Enterococcus faecium 

Třída III 
helveticin J Lactobacillus helveticus 

helveticin V-1829 Lactobacillus helveticus 
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1.1.3 Antimikrobiální peptidy eukaryot 

Eukaryotické mikroorganizmy jsou taktéž schopny produkovat antibakteriální peptidy, 

které slouží jako ochrana před infekcí nebo proti konkurenci, přičemž hostitele chrání růz-

nými mechanizmy účinku. Nejčastěji jde o porušení semipermeability cytoplazmatické 

membrány, která se stává propustnou, což vede k nevratnému úniku buněčného materiálu a 

následné smrti buňky. Produkce těchto peptidů je součástí imunity. Eukaryotické peptidy 

vykazují různý stupeň toxicity, např. defensiny, které jsou produkovány lidskými neutrofi-

ly (bílé krvinky, které se řadí mezi granulocyty) a jsou ve vysokých koncentracích cytoto-

xické vůči produkujícím buňkám. Právě díky své toxicitě jsou tyto peptidy nevhodné pro 

použití v potravinářském průmyslu [9, 10].  

1.1.4 Rozdíl mezi bakteriociny a antibiotiky 

Bakteriociny jsou v literatuře často zaměňovány za antibiotika, to by ale znemožňova-

lo jejich použití v potravinářském průmyslu, protože antibiotika se v potravinách vyskyto-

vat nesmějí. Tudíž je rozlišení těchto pojmů velmi důležité. Rozdíl je již v samotné aplika-

ci. Bakteriociny se přidávají do potravin, kdežto antibiotika nám slouží jako léky a jsou to 

sekundární metabolity mikroorganizmů, zatímco bakteriociny jsou syntetizovány ribozo-

málně a mají velice úzké spektrum účinku. Spektrum účinku antibiotik je širší. Hostitelské 

buňky vykazují imunitu na bakteriociny, nikoli na antibiotika. Rezistence na bakteriociny 

je zajištěna strukturní změnou membrány. Organizmy vykazující rezistenci na antibiotika 

nemusí být rezistentní na bakteriociny. Zatím nebyla zaznamenána toxicita bakteriocinů, 

což neplatí pro antibiotika [1, 10].  

1.1.5 Bakteriociny v mase a masných výrobcích 

Bakteriociny by neměly být používány jako jediná konzervační činidla, ale spíše jako 

součást více překážek bariérového systému. Bakterie mléčného kvašení se běžně vyskytují 

v mase, a proto byly bakteriociny těchto bakterií důkladně zkoumány a izolovány, přičemž 

jedním z nejlépe prozkoumaných je nisin. Dusitany a dusičnany mohou být přirozenou 

složkou potravin, zejména rychle rostoucí zeleniny, jako jsou saláty, při jejichž pěstování 

byla použita dusíkatá hnojiva a tyto látky se pak dostávají kořenovým systémem z půdy do 

rostliny. Dusitany a dusičnany se záměrně přidávají do masa a masných výrobků, z důvodu 

inhibice sporulujících bakterií zejména proto, že napomáhají udržovat spotřebiteli požado-

vanou červenou či růžovou barvu masa. Dusičnany nepředstavují pro dospělé osoby zá-
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važnější riziko, protože jejich nadbytek se z těla snadno vyloučí močí. Problém nastává, 

jestliže v organizmu dojde k redukci dusičnanů na dusitany, které následně mohou reago-

vat s aminokyselinami za vzniku nitrozaminů, sloučenin vykazujících karcinogenní, tera-

togenní a mutagenní účinky. Obavy ze zdravotní závadnosti těchto sloučenin vedly k hle-

dání nových alternativních metod konzervace. Řešením by mohla být kombinace nisinu 

spolu s nižšími dávkami dusičnanů. Dále byly zkoumány účinky nisinu na bakterii Listeria 

monocytogenes, nesporulující, fakultativně anaerobní bakterii, která je hojně rozšířena v 

prostředí. Dokáže růst v širokém rozmezí pH 4,1 – 9,6 i teploty 0 – 45 °C, roste tedy při 

chladírenských teplotách. Je velmi odolná vůči vysychání a roste při vysokých koncentra-

cích NaCl (přežívají i v prostředí s koncentrací NaCl 25%). Odolává i nízké vodní aktivitě  

(aw = 0,9). Kvůli její vysoké odolnosti a patogenitě je považována za jeden z hlavních pro-

blémů z hlediska bezpečnosti potravin. Způsobuje onemocnění zvané listerióza, které může 

mít fatální průběh končící smrtí a v případě těhotných žen hrozí nebezpečí potratu. Listeria 

monocytogenes se běžně vyskytuje v mase syrovém, ale také ve vařených a hotových mas-

ných výrobcích. Proběhla řada výzkumů, ve kterých byl testován účinek nisinu společně 

s různými kombinacemi NaCl, pH, teploty a vlivu modifikované atmosféry. Tyto výzkumy 

poskytovaly poměrně slibné výsledky v eliminaci této bakterie [10, 11].  

1.1.6 Bakteriociny v obalech 

V posledních desetiletích se vědci aktivně ve výzkumech věnovali začlenění bakterio-

cinů do obalových fólií z důvodu zabránění kontaminace potravin patogenními mikroorga-

nizmy a mikroorganizmy způsobujícími kažení potravin. Antimikrobiální balicí fólie za-

braňuje růstu mikroorganizmů na povrchu potravin v místech, kde je fólie v přímém kon-

taktu s potravinou. Ukázalo se, že nejúčinnější je pozvolné uvolňování bakteriocinů 

z obalů na povrch potraviny, protože jinak může být antimikrobiální aktivita snížena nebo 

úplně redukována v důsledku inaktivace bakteriocinů složkami potravin. Existují 2 způso-

by pro přípravu obalů obsahující bakteriociny: 

1. začlenění bakteriocinů přímo do polymeru 

2. vytvoření nátěru (povlaku) bakteriocinu na povrchu fólie [10].  

1.1.7 Enterociny 

Enterociny jsou bakteriociny produkované enterokoky a jsou zvláště účinné proti liste-

riím, klostridiím a stafylokokům.  
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Jedná se například o: 

- cytolisin – třída I, produkován bakterií Enterococcus faecalis 

- enterocin A, enterocin P, enterocin CRL35 – třída II–a, produkovány bakterií 

Enterococcus faecium 

- mundticin – třída II-c, produkován baterií Enterococcus mundtii 

- enterocin AS–48, enterocin B, enterocin L50 A, enterocin L50 B, enterocin Q 

– mají neobvyklé strukturální či genetické znaky, kterými se odlišují od zná-

mých bakteriocinů, proto je nelze zařadit do klasického rozdělení. Jsou produ-

kovány bakterií Enterococcus faecium [12, 14].  

Z důvodu nemožného zařazení některých enterocinů do tříd bakteriocinů, bylo navrže-

no nové zjednodušené rozdělení, založené na struktuře a podobnosti aminokyselinové sek-

vence bakteriocinů [14]. 

Enterokoky jsou přirozenou součástí gastrointestinálního traktu živočichů a jsou pova-

žovány za indikátory fekálního znečištění vody a potravin. Mohou být také původci 

nozokomiálních nákaz a velké množství kmenů vykazuje rezistenci na antibiotika. Nicmé-

ně hrají velmi důležitou roli při zrání sýrů a výrobě fermentovaných masných výrobků, 

díky tomu, že jsou odolné vůči nepříznivým chemickým i fyzikálním podmínkám (přežíva-

jí vysoké i nízké teploty, vysoké koncentrace soli). V sýrařství je důležitá inhibice bakterie 

Clostridium tyrobutyricum, která způsobuje nežádoucí pozdní duření sýrů. Enterociny tedy 

mají dobrý předpoklad pro užití jako konzervační látky pro sýry a zeleninu [13, 14]. 

1.1.8 Nisin  

Bakteriociny produkované grampozitivními bakteriemi jsou nejvíce zkoumány kvůli 

jejich potenciálu pro komerční využití v potravinách. Mezi nejdůležitější a nejvíce pro-

zkoumané patří nisin, který je používán již dlouho a je účinný proti původcům alimentár-

ních onemocnění. Již v dávných dobách docházelo při výrobě sýru ke špatnému nebo po-

malému kysání mléka, což bylo způsobeno hlavně bakteriofágy, ale bylo také zjištěno, že 

některé mléčné laktokoky (původně streptokoky) mohou inhibovat růst ostatních. Roku 

1928 byl poprvé zjištěn pravděpodobný inhibiční efekt nisinu. O 23 let později byl nisin 

poprvé testován jako konzervační prostředek, avšak až roku 1988 jej schválil FAD (Úřad 

pro kontrolu potravin a léčiv) pro použití do pasterizovaných tavených sýrů a salátových 

dresingů. Nisin je peptid, který se skládá z 34 aminokyselin (Obr. 1) a vyskytuje se v šesti 

různých formách označovaných písmeny A až E, produkovaný bakterií Lacotococcus lac-
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tis subsp. lactis. Nejreaktivnější formou je nisin A, který se od přírodní formy označované 

písmenem Z liší substitucí histidinu za kyselinu asparagovou [1, 14]. 

Nisin řadíme do třídy I – lantibiotika typu A. Mechanizmus účinku spočívá ve vytvo-

ření pórů v membráně buňky. Obvykle nemá žádný vliv na gramnegativní bakterie, kvůli 

neschopnosti nisinu proniknout přes vnější membránu k membráně cytoplazmatické, avšak 

společným působením nisinu a ethylendiamintetraoctové kyseliny (EDTA) inhibuje i tyto 

bakterie. Dále běžně neinhibuje kvasinky a plísně. Za normálních podmínek tedy působí 

pouze na grampozitivní bakterie a to konkrétně na bakterie mléčného kvašení a patogeny, 

jako jsou Listeria, Staphylococcus, Mycobacterium, sporulující bakterie Bacillus a 

Clostridium, přičemž spory těchto bakterií jsou na nisin citlivější než jejich vegetativní 

formy. Nejcitlivější je nisin na spory, které jsou narušeny působením vysokých teplot a 

nacházejí se v kyselém prostředí, proto se nisin nejčastěji používá v konzervárenském 

průmyslu. Mechanizmus, kterým nisin zabraňuje klíčení spor, není zcela znám, ale před-

pokládá se, že inhibice je způsobena vazbami nisinu na sulfhydrylové skupiny [14]. 

Použití nisinu jako konzervantu je schváleno ve více než padesáti zemích. Výbor 

WHO stanovil maximální denní dávku nisinu 0,86 mg/kg hmotnosti dospělého člověka. 

Nisin se běžně přidává do konzervovaných polévek, ledu pro uchování čerstvých ryb, ma-

jonéz, mléčných výrobků a konzerv [1, 14]. 

 

Obr. 1 Struktura nisinu [15] 
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2 PROTEKTIVNÍ KULTURY 

Protektivní neboli ochranné kultury jsou mikroorganizmy, jejichž metabolické produk-

ty inhibují či regulují růst nežádoucích bakterií, kvasinek nebo plísní v potravinách. Tyto 

nežádoucí mikroby mohou mít toxigenní či patogenní vlastnosti a mohou způsobovat ka-

žení potravin [16]. 

Ochranné kultury jsou součástí startovacích kultur, zodpovědných za kvašení při vý-

robě fermentovaných potravin. Tyto potraviny mají mnohem delší trvanlivost, než potravi-

ny nefermentované, to je dáno právě produkty metabolizmu startovacích kultur, jako jsou 

organické kyseliny, peroxid vodíku, diacetyl, reuterin a bakteriociny. Ovšem tyto kultury 

nevytváří pouze látky inhibiční, ale také látky ovlivňující organoleptické vlastnosti výrob-

ku [16]. 

2.1 Bakterie mléčného kvašení (BMK) 

Bakterie mléčného kvašení tvoří heterogenní skupinu mikroorganizmů, jejichž hlav-

ním společným znakem je produkce kyseliny mléčné z různých substrátů. Řadíme zde 

grampozitivní, fakultativně anaerobní, nesporulující koky nebo tyčinky, schopné růstu při 

nízkých hodnotách pH. Na základě konečných produktů fermentace sacharidů se dělí na 

homofermentativní a heterofermentativní. Homofementativní BMK, u nichž fermentace 

sacharidů probíhá po Embden-Meyerhof-Parnasově (EMP) dráze, produkují hlavně kyseli-

nu mléčnou (Obr. 2). Patří zde Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus a některé lakto-

bacily. Zatímco heterofermentativní BMK produkují kyselinu mléčnou zhruba z 50% a 

dále tvoří kyselinu octovou, CO2, etanol a další látky (Obr. 2), k jejichž produkci využívají 

EMP nebo 6-fosfoglukonát/fosfoketolázovou dráhu. Do této skupiny řadíme rody 

Leuconostoc, Weissella, Oenococcus a některé laktobacily [17, 19]. 
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Obr. 2 Průběh homo a heterofermentativního kvašení [19] 

 

BMK jsou hojně rozšířeny, přirozeně se vyskytují v mléce, zažívacím a urogenitálním 

traktu lidí a zvířat, jsou součástí rostlin a mnohých potravin. Především jsou využívány pro 

výrobu fermentovaných výrobků, ale některé druhy slouží také jako probiotika [17, 18]. 

2.1.1 Rod Lactobacillus 

Je velice rozmanitá skupina, čítající více než 80 druhů. Patří do čeledi Lactobacilla-

ceae a jedná se o grampozitivní, fakultativně anaerobní tyčinky. Produkují kyselinu mléč-

nou, přičemž druhy Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus planta-

rum patří mezi homofermentativní BMK a druhy Lactobacillus brevis a Lactobacillus fer-

mentum jsou heterofementativní. Tento rod je tedy velmi významný v potravinářském 

průmyslu pro výrobu kysaných mlék, jogurtů, sýrů, kvašeného zelí, okurek a dalších pro-

duktů. Avšak důležitou roli hraje také v průmyslu farmaceutickém, kde slouží jako probio-

tika (např. Lactobacillus fermentum, Lactobacillus rhamnosus) [20, 21].  
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2.1.2 Rod Lactococcus 

Zástupci toho rodu jsou grampozitivní, kataláza-negativní, fakultativně anaerobní ko-

ky, vyskytující se samostatně, v párech nebo řetízcích. Dříve byly považovány za součást 

rodu Streptococcus, avšak roku 1985 byly s této skupiny vyčleněny. Jedná se o homofer-

mentativní BMK. Je známo 7 druhů, a to Lactococcus lactis (má 4 poddruhy, z nichž nej-

důležitější jsou Lactococcus lactis subsp. lactis a Lactococcus lactis subsp. cremoris), 

Lactococcus plantarum, Lactococcus piscium, Lactococcus garvieae, Lactococcus raffino-

lactis, Lactococcus chuangangensis, Lacotococcus fuiiensis [22, 23]. 

Laktokoky jsou hojně rozšířeny v mléce a mléčných výrobcích, jsou součástí rostlin, 

hmyzu, ryb a živočichů. Podobně jako laktobacily jsou využívány pro výrobu fermentova-

ných potravin [24]. 
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3 CHARAKTERISTIKA RODU ENTEROCOCCUS 

Enterokoky jsou grampozitivní (Obr. 3), kataláza-negativní, oxidáza-negativní, fakul-

tativně anaerobní, nesporulující koky. Jsou zpravidla oválného tvaru a mohou se vyskyto-

vat v krátkých řetízcích, dvojicích nebo jako jednotlivé buňky. Většina druhů dokáže hyd-

rolyzovat eskulin v přítomnosti žlučových solí (40%). Produkují bakteriociny, nazývané 

enterociny, které byly blíže popsány v kapitole 1.1.7. Produkují kyselinu mléčnou jakožto 

konečný produkt fermentace glukózy, patří tak mezi bakterie mléčného kvašení. Rod Ente-

rococcus je nejrozporuplnější skupinou bakterií mléčného kvašení, a to proto, že má zá-

sadní význam při zrání mnoha druhů sýrů, užívá se jako probiotikum, ale na druhou stranu 

mohou být některé kmeny původci nozokomiálních (nemocničních) nákaz, produkovat 

virulentní faktory a být rezistentní k některým antibiotikům [13, 27]. 

Původně byly enterokoky známy jako D skupina streptokoků, avšak roku 1980 bylo na 

základě DNA –DNA a DNA –RNA hybridizace prokázáno, že enterokoky se od strepto-

koků odlišují geneticky i fenotypově a byly z této skupiny vyčleněny. Dnes je známo více 

než 28 druhů enterokoků a to např. E. asini, E. avium, E. canis, E. casseiflavus, E. ceco-

rum, E. columbae, E. dispar, E. durans, E. faecalis, E. faecium, E. flavescens, E. gallina-

rum, E. gilvus, E. haemoperoxidus, E. hirae, E. malodoratus, E. moraviensis, E. mundtii, 

E. pallens, E. phoeniculicola, E. pseudoavium, E. raffinosus, E. Ratti, E. saccharolyticus, 

E. saccharominimus, E. solitarius, E. sulfureus, a E. villorum [27]. Snímek bakteire Ente-

rococcus faecalis zachycený pomocí elektronového mikroskopu lze pozorovat na Obr. 4. 

 

Obr. 3  Enterococcus durans – preparát barven dle Grama [29] 
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Obr. 4 Snímek bakterie Enterococcus faecalis pořízen pomocí skenovacího elek-

tronového mikroskopu [28] 

3.1 Fyziologie 

Rod Enterococcus běžně roste v rozmezí teplot 0 – 45 °C a přežívá záhřev 60 °C po 

dobu 30 minut v neutrálním médiu. Optimální podmínky pro růst enterokoků jsou 37 °C a 

pH 7,5. Snáší nízkou vodní aktivitu, je schopen růstu v přítomnosti NaCl (6,5 %) a při pH 

9,6 Tohoto kritéria se běžně využívá pro odlišení enterokoků od streptokoků a laktokoků. 

Vyskytují se hojně v potravinách, kde mohou produkovat biogenní aminy (látky vznikající 

z volných aminokyselin účinkem mikroorganizmů, vykazujících dekarboxylázovou aktivi-

tu) [25].  

3.2 Patogenita 

Enterokoky byly uznány jako potenciálně patogenní mikroorganizmy na přelomu 

 20. století. Mají schopnost přizpůsobit se životnímu prostředí a nepříznivým podmínkám. 

Jsou také známy svou rezistencí na antibiotika, která se neustále zvyšuje. Mají jak přiroze-

nou rezistenci (specifická pro kmen či druh), tak i získanou (vznik mutací původní bakteri-

ální DNA a její následné předání dceřiným buňkám), tato vlastnost je velmi důležitá pro 

nozokomiální patogeny, jako jsou Enterococcus faecalis, E. faecium, E. avium, E. gallina-
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rum, E. casseiflavus, E. raffinosus, E. mundtii. Tyto bakterie jsou odolné vůči tradičně uží-

vaným antibiotikům (ampilicin, vankomycin, cefalosporiny, penicilin, aminoglykozidy). 

Mezi nejvýznamnější onemocnění způsobená enterokoky patří: infekce močových cest, 

nozokomiální infekce a superinfekce, meningitida, bakteriální endokarditida, bakteriémie 

[25, 26]. 

3.2.1 Enterokoková endokarditida 

Endokarditida je zánět endokardu. Jedná se o závažné onemocnění vedoucí k úmrtí  

20 – 30 % pacientů, které se projevuje embolií, krvácením do spojivek, zánětem ledvin, 

nitrolebním krvácení, srdečním selháním. Nejčastěji je vyvolána druhem Enterococcus 

faecalis. Léčba spočívá v podávání vysokých dávek antibiotik po velmi dlouhou dobu 

(nejméně jeden měsíc). Druh antibiotik se odvíjí od mikrobiálního původce a zjištěné citli-

vosti [30]. 

3.2.2 Bakteriémie 

Při bakteriémii jsou bakterie přítomny v krvi. Krev je za normálních podmínek sterilní. 

Bakterie mohou do krevního řečiště vstupovat v průběhu operace, pomocí katétrů, jehel či 

jiných cizích těles vstupujících do žil (časté u narkomanů), při bakteriálním zápalu plic 

(přechod bakterií z plic, jakožto velice dobře prokrveného orgánu, do krve). Projevuje se 

sepsemi (otrava krve) a septickými šoky (organizmus reaguje velmi agresivně proti bakte-

riím a spolu se škodlivými účinky bakterií může dojít k úmrtí pacienta) [26, 31]. 

3.3 Enterokoky jako probiotika 

Probiotika jsou živé mikroorganizmy, které jsou záměrně přidávány do potravin, vy-

kazují příznivý účinek na zdraví konzumenta a zajišťují rovnováhu střevní mikroflóry. 

Přidávají se do jogurtů, fermentovaných i nefermentovaných mlék, kojenecké výživy, far-

maceutických prostředků. Probiotická mikroflóra má velké množství příznivých účinků: 

zvyšování imunity, zajištění rovnováhy střevní mikroflóry, prevence rakoviny střev, léčba 

průjmu vzniklého v důsledku užívání antibiotik, prevence vředů. Kmeny, které lidé využí-

vají jako probiotika, byly izolovány z lidského gastrointestinálního traktu a obvykle se 

jedná o zástupce rodů Lactobacilllus, Bifidobacterium, z rodu Enterococcus jsou to hlavně 

Enterococcus faecium a Enterococcus faecalis. Avšak narůstající rezistence enterokoků k 

antibiotikům vede k obavám z jejich užívání jakožto probiotik [27]. 
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3.4 Výskyt enterokoků v potravinách  

Jak již bylo zmíněno, v gastrointestinálním traktu lidí a zvířat se vyskytují Entero-

coccus faecalis a E. faecium, avšak výskyt těchto druhů v potravinách nemusí nutně uka-

zovat na znečištění fekáliemi, protože odolnost enterokoků k pasteračním teplotám a 

schopnost přizpůsobovat se různým substrátům umožňuje těmto bakteriím kolonizaci 

mnoha potravin. Enterokoky se běžně vyskytují v syrovém mléce a mléčných výrobcích. 

Mléko je ideálním médiem pro růst těchto mikroorganizmů. Ve velkém množství mohou 

být přítomny v sýřenině a zrajících sýrech, kde hrají velmi důležitou roli díky jejich pro-

teolytické a lipolytické aktivitě, kterými přispívají k vývoji typické chuti a vůni těchto sý-

rů. Mnoho výzkumů také potvrdilo jejich výskyt v pasterovaném a UHT mléku [25, 27]. 

Dále se vyskytují v mase a masných výrobcích. Do syrového masa enterokoky přechá-

zí při porážce, proříznutím střev a následným potřísněním svaloviny jejich obsahem, pro-

střednictvím řezných ran a vpichů. Nacházejí se i v tepelně opracovaných masných výrob-

cích, kdy se po přežití vysokých teplot mohou podílet na kažení těchto výrobků. Ve stře-

domořských oblastech vyrábějí místní řezníci fermentované masné výrobky bez použití 

startovacích kultur. Za fermentaci odpovídá přirozeně se vyskytující mikroflóra masa (rody  

Enterococcus, Lactobacillus, Streptococcus a kvasinky), která umožňuje vznik typických 

organoleptických vlastností produktů [25, 26, 27]. 

Enterokoky byly izolovány ze zeleniny a z oliv a jsou přítomny také v zelenině fer-

mentované. Do fermentovaných potravin se přidávají záměrně jakožto startovací kultury, 

ale také jako kultury protektivní, které svou schopností produkovat bakteriociny inhibují 

růst nežádoucích patogenů, jako je Listeria monocytogenes [24, 25, 27].  
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4 PRODUKCE BIOGENNÍCH AMINŮ ENTEROKOKY 

Biogenní aminy jsou organické báze s aromatickou, alifatickou či heterocyklickou 

strukturou, které vznikají dekarboxylací aminokyselin. Jsou přítomny v prokaryotických i 

eukaryotických buňkách a vyskytují se přirozeně v malých koncentracích v potravinách 

(původem z tkání a pletiv), ale také se do potravin dostávají činností mikroorganizmů 

s dekarboxylázovou aktivitou. Tyto mikroorganizmy se v potravinách mohou vyskytovat 

přirozeně, nebo do nich vnikají v průběhu technologického zpracování, jakožto sekundární 

kontaminanty. Aktivitu a syntézu dekarboxylázových enzymů ovlivňuje teplota, přítom-

nost volných aminokyselin, vodní aktivita, pH, koncentrace NaCl a redoxní potenciál. 

Schopnost produkovat biogenní aminy závisí na daném bakteriálním kmenu, zda dokáže 

produkovat příslušné dekarboxylázové enzymy. Dekarboxylázovou aktivitu vykazují mno-

hé bakterie z čeledi Enterobacteriaceae, jako je Escherichia coli. Dále se jedná o rody: 

Lactobacillus, Enterococcus, Micrococcus, Pseudomonas, Carnobacterium a další. 

Z biogenních aminů se nejvíce sledují histamin, tyramin, putrescin, kadaverin, tryptamin, 

spermin a spermidin, kdy jejich vysoká koncentrace v potravinách jako jsou ryby, sýry, 

víno, pivo, fermentované masné výroby a zelenina, může indikovat zvýšený výskyt konta-

minující mikroflóry [32, 33, 34]. 

4.1 Účinky biogenních aminů na člověka 

Biogenní aminy mají jak pozitivní, tak i negativní dopad na organizmus člověka. Hrají 

důležitou roli při syntéze bílkovin, ovlivňují krevní tlak, působí jako lokální hormony a 

neurotransmitery. Neurony, krevní a žírné buňky obsahují histamin. Avšak konzumace 

potravin s vysokými koncentracemi biogenních aminů může být pro člověka toxická. U 

citlivých jedinců, či lidí, kteří užívají léky působící jako antidepresiva (inhibitory 

monoaminooxidáz), popřípadě mající nedostatek aminooxidáz (enzymy způsobující degra-

daci biogenních aminů), který může být způsoben užíváním drog, alkoholu či nemocemi 

gastrointestinálního traktu, mohou způsobovat potíže i nízké koncentrace biogenních ami-

nů. Mezi typické příznaky signalizující nadměrný příjem biogenních aminů patří potíže s 

dýcháním, pocení, bolesti hlavy, pálení v ústech, kopřivka, nevolnost, zvracení, zvýšení či 

snížení krevního tlaku [32, 33, 34, 35, 36, 37]. 
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4.2 Histamin 

Histamin společně s tyraminem patří mezi nejprostudovanější biogenní aminy, díky je-

jich vazoaktivním (působící na cévy) a psychoaktivním (ovlivňující psychiku) účinkům a 

spojitostí s potravinovými otravami. Byl uznán jako původce tzv. scombroid otravy (otrava 

vznikající po konzumaci zkažených ryb, či jiných mořských plodů) [38, 39]. 

Histamin vzniká dekarboxylací aminokyseliny histidinu. Po chemické stránce se jedná 

o imidazolylethylamin (Obr. 5). Silně histamin produkující druhy jsou Morganella, Kleb-

siella, Oenococcus, Lactobacillus, Pediococcus i Enterococcus. Jeho nadměrné uvolňování 

při alergických reakcí způsobuje kopřivku a zúžení průdušek, proto je nutné potlačit jeho 

působení při léčbě alergií [38, 40]. 

 

 

Obr. 5 Histamin [41] 

4.3 Tyramin 

Tyramin (Obr. 6) vzniká dekarboxylací tyrozinu a ve velké míře se vyskytuje ve fer-

mentovaných výrobcích. Výskyt tyraminu v potravinách závisí na koncentraci volného 

tyrozinu a přítomnosti mikroorganizmů, majících tyrozin-dekarboxylázovou aktivitu. 

Technologické zpracování potravin a zrací procesy také ovlivňují koncentraci tyraminu 

v potravinách. Je tudíž nutné určit vliv vnějších faktorů na růst a produkci tyraminu mikro-

organizmy. Například růst a produkce tyraminu u bakterie Enterococcus faecium jsou nej-

více ovlivňovány účinkem pH. Častými producenty tyraminu jsou rody Enterococcus, 

Carnobacterium a Lactobacillus [36, 38, 42]. 

Toxické dávky tyraminu v potravinách se pohybují okolo 20 – 80 mg/kg potraviny. 

Rozpětí je poněkud široké, protože zohledňuje individuální působení tohoto aminu na kaž-

dého jedince. Startovací kultury mohou zvyšovat množství tyraminu, ale i jiných biogen-

ních aminů v potravinách, proto je k tomuto účelu nutné zvolit mikroorganizmy nevykazu-

jící dekarboxylázovou aktivitu [43]. 
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Obr. 6 Tyramin [44] 

 

4.4 Detekce biogenních aminů 

Přítomnost biogenních aminů může být detekována různými metodami. Například 

pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie, hmotnostní spektrometrie, tenkovrstvé 

chromatografie či enzymatického testu. Vzhledem k nepříznivým účinkům biogenních 

aminů na zdraví konzumenta je jejich včasná detekce pro potravinářský průmysl velmi 

důležitá [40]. 

 V klasickém postupu identifikace, například tyraminu, se nechají mikroorganizmy 

s tyrozin-dekarboxylázovou aktivitou kultivovat v jejich optimálním médiu, které je obo-

haceno o tyrozin v přesně definovaném množství a slouží jako substrát pro dekarboxylaci. 

Následně se stanovuje, zda byl vytvořen tyramin, popřípadě v jakém množství. Rychlou a 

nejvíce využívanou metodou pro zjištění přítomnosti tyraminu je izokratická vysokoúčinná 

kapalinová chromatografie (HPLC – hight-performance liquid chromatography). Jedná se 

o chromatografickou techniku, sloužící k separaci složek vzorku za účelem stanovení jejich 

přítomnosti a koncentraci [46]. 
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II. PRAKTICKÁ ČÁST 
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5 MATERIÁLY A METODY 

5.1 Zařízení 

- Autokláv VARIOKLAV 

- Automatický dávkovač 

- Automatické pipety 

- Bakteriologická klička 

- Biologický termostat MEMMERT 

- Biohazard box TELSTAR 

- Centrifuga HETTICH ROTANTA 460 

- Exikátor 

- Injekční jehla Terumo modrá 0,6mm x 30mm 

- Laboratorní předvážky KERN 

- Laboratorní sklo a plasty (zkumavky, Petriho misky, eppendorfkové mikroz-

kumavky) 

- Lednička Elektrolux 

- pH metr pH Spear 

- Vortex 

- Zařízení pro deionizaci vody Aqua Osmotic 

5.2 Materiál 

5.2.1 Živná média 

- M-17 (Merck) 

použití: 42,5 g na 1000 ml 

pH: 7,2 ± 0,2 při 25°C 

Pro přípravu 400 ml média M-17 bylo třeba použít navážku 17 g. 

 

- MRS (Merck) 

použití: 52,2 g na 1000 ml 

pH: 5,7 ± 0,2 při 25°C 

Pro přípravu 300 ml média MRS bylo třeba použít navážku 15,66 g. 

 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 33 

 

5.2.2 Chemikálie 

- 0,6 M HCl a 10% NaOH pro úpravu pH 

- Fyziologický roztok 

příprava: 8,5 g NaCl na 1000 ml destilované vody 

- Destilovaná voda pro přípravu živných médií a fyziologického roztoku 

5.2.3 Použité mikroorganizmy 

Producenti biogenních aminů - tyto bakteriální kmeny byly testovány na citlivost vůči 

vybraným protektivním kulturám a byly získány ze sbírky Ústavu inženýrství životního 

prostředí Fakulty technologické UTB. Kmeny byly izolovány z masa a masných výrobků. 

Enterococcus durans B151 

Enterococcus durans B152 

Enterococcus durans B153 

Enterococcus durans B154 

Enterococcus durans B160 

Enterococcus durans B169 

Enterococcus faecalis B131 

Enterococcus faecalis B142 

Enterococcus faecium B129 

Enterococcus faecium B133 

Enterococcus faecium B143 

Enterococcus faecium B144 

Enterococcus faecium B145 

Enterococcus hirae B76 

Enterococcus hirae B122 

Enterococcus hirae B124 

Enterococcus hirae B147 

Enterococcus faecium E25 
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Enterococcus faecium E27 

Enterococcus faecium E2 

Enterococcus faecium E11 

Enterococcus faecium E13 

Enterococcus faecium E8 

Enterococcus faecium E14 

Enterococcus faecium E5 

Enterococcus faecium E17 

Enterococcus sp. E16 

Enterococcus sp. E21 

Enterococcus sp. E26 

Enterococcus sp. E28 

Enterococcus sp. E15 

Enterococcus sp. E30 

Enterococcus sp. E18 
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Protektivní kultury - tyto bakteriální kmeny byly získány ze Sbírky Laktoflora sídlící 

v Táboře (pobočka Výzkumného ústavu mlékárenského). Jedná se o následující sbírkové 

kmeny, které jsou společně s příslušnými produkty metabolismu uvedeny v Tab. 2. 

Tab. 2 Protektivní kultury a jejich produkty metabolismu 

Rod Druh 
Označení 

kmene 
Metabolity 

Enterococcus  faecium CCDM945  

Lactobacillus  acidophillus CCDM79 
peroxid vodíku, 

 acidocin D20079 

Lactobacillus  acidophillus CCDM149 
bakteriocin či bakterio-

cin podobné látky 

Lactobacillus  gasseri CCDM377 
protein s molekulovou 

hmotností > 50 kDa 

Lactobacillus  gasseri CCDM340  

Lactobacillus  gasseri CCDM214 
bakteriocin či bakterio-

cin podobné látky 

Lactobacillus  helveticus CCDM62  

Lactobacillus  helveticus CCDM82 
bakteriocin či bakterio-

cin podobné látky 

Lactobacillus  helveticus CCDM125  

Lactococcus  lactis biovar. diacetylactis CCDM670 nisin 

Lactococcus  lactis biovar. diacetylactis CCDM686 nisin 

Lactococcus  lactis biovar. diacetylactis CCDM689 nisin 

Lactococcus  lactis biovar. diacetylactis CCDM695 nisin 

Lactococcus  lactis biovar. diacetylactis CCDM698 nisin 

Lactococcus  lactis subsp. lactis CCDM731 nisin 

Lactococcus  lactis subsp. lactis CCDM71 nisin 

Lactococcus  lactis subsp. lactis CCDM414 nisin 

Lactococcus  lactis subsp. lactis CCDM418 nisin 

Lactococcus  lactis subsp. lactis CCDM416 nisin 

Lactococcus  lactis subsp. lactis CCDM702 nisin 

Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM671 nisin 
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Kontrolní kultury: 
Jako kontrolní kmeny byly použity kmeny produkující biogenní aminy, u nichž již 

dříve byla zjištěna citlivost vůči kmenům produkujícím bakteriociny. Za tímto účelem byly 

použity 2 sady kmenů. Kmeny pocházející z VÚM (Výzkumný ústav mlékárenský poboč-

ka Tábor) a byly izolovány z přírodních sýrů. 

Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T2 

Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T3 

Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T8 

Lactobacillus curvatus T15 

Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T37 

Do druhé skupiny byly zařazeny kmeny pocházející ze Sbírky Výzkumného ústavu 

pivovarského a sladařského v Praze. V tomto případě se jednalo o kontaminanty, které 

byly izolovány z piva. 

Lactobacillus brevis P16 

Lactobacillus brevis P20 

Lactobacillus brevis P33 

Lactobacillus plantarum P89 

Lactobacillus plantarum P94 

Lactobacillus plantarum P96 

Lactobacillus brevis P98 

 

5.3 Příprava tekutých živných půd 

Vypočtené množství navážky média M-17 a MRS bylo zalito odpovídajícím množ-

stvím destilované vody, dokonale promícháno a rozpuštěno. Následně bylo dávkováno  

5 ml suspenze do čistých zkumavek, ty byly opatřeny vršky a pro zajištění sterility média 

autoklávovány (121 °C po dobu 20 minut).  
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5.4 Příprava tuhých živných půd 

Nejprve bylo vypočteno potřebné množství média M-17 nebo MRS a agaru. Obě na-

vážky byly zality odpovídajícím množstvím destilované vody. Vloženy do autoklávu a 

sterilovány při teplotě 121 °C po dobu 20 minut. Následně byla média ochlazena na teplotu 

přibližně 50 °C a rozlita do Petriho misek, obsahujících citlivé kmeny. Obsahy misek (kul-

tivační půda a inokulum) byly dokonale promíchány krouživými pohyby a byly ponechány 

k zatuhnutí. 

5.5 Inokulace mikroorganizmů 

Jednotlivé bakteriální kmeny byly dlouhodobě uchovávány v eppendorfkových mi-

krozkumavkách při mrazírenských teplotách (-18 °C). Mikroorganizmy byly vyjmuty 

z mrazničky a ponechány při laboratorní teplotě k rozmrznutí. Bakteriální kmeny byly ino-

kulovány dle bakteriálního rodu. 

Kmeny produkující biogenní aminy byly pomocí automatické pipety ve sterilním pro-

středí nadávkovány do již připraveného sterilního média M-17. Nejprve byl obsah eppen-

dorfkovy mikrozkumavky promíchán nasátím a vypuštěním a poté bylo napipetováno  

100 µl bakteriální suspenze do sterilního živného média M-17. Příslušné mikroorganizmy 

byly kultivovány při teplotě 30 °C do druhého dne. 

Protektivní kultury byly inokulovány podobně jako kultury produkující biogenní ami-

ny. Pro inokulaci bylo použito 150 µl příslušného bakteriálního kmene, toto množství bylo 

vypuštěno do sterilního média M-17 a kultivováno při 30 °C po dobru tří dnů. 

Kontrolní kultury mají odlišné požadavky na živné médium a podmínky kultivace. By-

lo pipetováno 150 µl suspenze kontrolních kultur do média MRS, následně byly kultivová-

ny při 37 °C za anaerobních podmínek do druhého dne. 

5.6 Sledování inhibičního působení protektivních kultur na bakterie 

s dekarboxylázovou aktivitou pomocí difúzní jamkové metody 

Nejdříve bylo provedeno desítkové ředění citlivých kmenů, kdy bylo odebráno 0,5 ml 

suspenze daného mikroorganizmu, která byla nadávkována do zkumavky obsahující  

4,5 ml fyziologického roztoku, tímto bylo získáno ředění 10-1, z této zkumavky bylo ode-

bráno opět 0,5 ml již zředěné suspenze a nadávkováno do zkumavky obsahující 4,5 ml 
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sterilního fyziologického roztoku, čím bylo získáno ředění 10-2. Stejným postupem bylo 

vytvořeno ředění 10-3. 

V dalším kroku byla nadávkována ředění 10-2 a 10-3 do předepsaných sterilních Petri-

ho misek vždy po 1 ml.  

Petriho misky byly zality sterilní živnou půdou o teplotě cca 45 – 50 °C (citlivé kmeny 

půdou M-17, kontrolní kmeny půdou MRS) a ještě teplá tekutá půda byla krouživými po-

hyby pečlivě promíchána s bakteriální suspenzí a následně byly misky ponechány v klidu 

k zatuhnutí živného média. 

Do již ztuhlých agarů byly pomocí sterilního nástroje vytvořeny pravidelné jamky o 

průměru 0,65 cm. Ideálně vytvořená jamka měla hladké okraje bez přítomnosti úlomků 

agaru. V případě, kdy se obsah jamky nepodařilo zcela vyjmout, byla k tomuto účelu pou-

žita vyžíhaná injekční jehla, jejíž konec byl zahnut do pravého úhlu, takto byl ulpělý agar 

jednoduše odstraněn. Pro začištění okrajů jamky byla použita vyžíhaná bakteriologická 

klička. Počet jamek odpovídal počtu testovaných protektivních kultur. 

Do vytvořených jamek byly dávkovány supernatanty protektivních kultur obsahující 

bakteriociny, které byly získány následujícím způsobem. Protektivní kultury byly po tří-

denní kultivaci v médiu M-17 při teplotě 30 °C odstředěny (10000 otáček, 20 °C, 15 mi-

nut). Velmi opatrně byl separován sediment. Vodný podíl (supernatant) byl neutralizován 

tak, že bylo upraveno pH pomocí 10% NaOH a 0,6 M HCl, aby případné zóny nevznikaly 

v důsledku působení nízkého pH. Optimální pH se pohybovalo v rozmezí 6,03-6,06. Ná-

sledně bylo napipetováno 100 µl takto upraveného supernatantu do jamek v agaru. 

Velmi opatrně (aby nedošlo k vylití supernatantů z jamek) byly Petriho misky přene-

seny do termostatu, který byl vytemperován na teplotu 37 °C. Kultivace proběhla do další-

ho dne, kdy byly odečteny výsledky. Byl hodnocen výskyt zón okolo jamek naplněných 

supernatantem. V případě výskytu zóny byl změřen její průměr. 

Na Obr. 7 lze pozorovat inhibiční působení protektivních kultur Lactococcus lactis 

subsp. lactis CCDM731 a Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM71. Inhibiční efekt se 

projevuje vytvořením zón, které společně s průměrem jamky (0,65 cm) dosahovaly 1,2 cm 

(CCDM731) a 1,15 cm (CCDM71). Naproti tomu kmeny Lactobacillus helveticus 

CCDM82 a Lactobacillus helveticus CCDM125, inhibiční účinek nevykazovaly.  
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Obr. 7 Působení protektivních kmenů CCDM82, 125, 71, 731 na  

Enterococcus sp. E15 při ředění kultury 10
-2

 

5.7 Statistické vyhodnocení výsledků 

Výsledky analýzy inhibičního působení protektivních (inhibičních) kultur na růst tes-

tovaných kmenů bakterií rodu Enterococcus byly statisticky vyhodnoceny pomocí nepa-

rametrických testů, konkrétně Kruskal-Wallisova testu a Wilcoxonova testu na hladině 

významnosti 5 % (P < 0,05). Ke statistickému vyhodnocení výsledků byl použit software 

UNISTAT®, verze  6.5.04 (Unistat, Ltd., Londýn, Velká Británie). 

731 
125 

82 

71 
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6 VÝSLEDKY 

Pro studium inhibičních účinků protektivních kultur na bakterie s dekarboxylázovou 

aktivitou (citlivé kmeny) bylo použito 21 protektivních kmenů, 33 citlivých kmenů a 12 

kmenů kontrolních. V rámci jednoho pokusu bylo testováno 7 protektivních kultur na 

všech 33 citlivých kmenech, a to při ředění 10-2 a 10-3, tím bylo provedeno celkem 462 

testů. Bylo provedeno více než 20 pokusů, avšak pro celkové vyhodnocení nebyly použity 

všechny. Do statistického vyhodnocení (jednalo se o 1389 testů) byly zahrnuty pouze ty 

pokusy, u kterých byly pozorovány pozitivní výsledky kontrolních kultur a dále do nich 

bylo zahrnuto pouze ředění 10-2, protože vzniklé zóny se při ředění 10-2 lépe vyhodnocova-

ly (průměry zón bylo možné změřit přesněji). Jako kontrolní kultury byly určeny ty bakte-

riální kmeny (jednalo se především o laktobacily), u kterých byly prokázány inhibiční 

účinky námi testovaných protektivních kultur. Srovnání s kontrolními kulturami nebylo 

použito u protektivních kultur CCDM62, 82, 125, 149, 215, 340, 37, protože pro tyto kme-

ny doposud nebyly nalezeny mikroorganizmy, na které by tyto protektivní kmeny vykazo-

valy inhibiční účinek. Ze začátku, než došlo k osvojení difúzní jamkové metody, bylo 

mnoho pokusů neúspěšných (zóny nebyly vytvořeny ani u kontrolních kultur). 

6.1 Působení protektivních kultur CCDM670, 686, 689, 695, 698, 731, 71 

na dekarboxyláza pozitivní kmeny 

Největší pozornost byla věnována právě této skupině protektivních kultur, protože ty 

jako jediné vykazovaly inhibiční účinky na testované kmeny. Jak již bylo zmíněno, 

v průběhu testování bylo získáno mnoho výsledků, avšak z důvodu přehlednosti zde budou 

v jednotlivých tabulkách uvedeny pouze ty nejvýznamnější z nich. 

V Tab. 3 jsou uvedeny průměry zón vzniklé působením protektivních kultur na kmen 

Enterococcus sp. E16. Největší inhibiční účinky vykazovaly protektivní kmeny CCDM760 

a CCDM71 (Obr. 8). Dále jsou v Tab. 4 zaznamenány průměry zón, které byly vytvořeny 

inhibicí kontrolního kmene Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T3 (Obr. 9) 
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Tab. 3 Průměry zón vytvořené působením protektivních kultur na bakterii Entero-

coccus sp. E16 

Protektivní 
kmeny 

E16 
Ředění 

10-2 10-3 
ø jamka [0,65 cm] + zóna [cm] ø jamka [0,65 cm] + zóna [cm] 

760 1,35 N 
686 1,25 N 
689 1,25 N 
695 1,15 N 
698 1,1 N 
731 1,2 N 
71 1,35 N 

 Poznámka: N - náznak zóny, toto označení bylo používáno v případech, kdy byla vytvořena 

zóna nepravidelná, neohraničená či zóna velmi malých rozměrů. 

 

Obr. 8 Inhibiční působení protektivních kultur CCDM670, 686, 689, 695, 698, 

731, 71 na Enterococcus sp. E16 při ředění kultury 10
-2 
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Tab. 4 Průměry zón vytvořené působením protektivních kultur na kontrolní kmen 

Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T3 

Protektivní 
kmeny 

T3 
Ředění 

10-2 10-3 
ø jamka [0,65 cm] + zóna [cm] ø jamka [0,65 cm] + zóna [cm] 

760 1,9 1,8 
686 1,7 1,6 
689 1,6 1,6 
695 1,6 1,7 
698 1,5 1,5 
731 2 1,9 
71 1,7 2 

 

 

Obr. 9 Inhibiční působení protektivních kmenů CCDM670, 686, 689, 695, 698, 731, 

71 na kontrolní kmen Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T3 při ředění kultury 10
-3
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Z Tab. 5 je patrné, že obecně větší inhibiční účinky protektivních kultur byly pozoro-

vány na kmenech s označením E. Největší inhibiční zóna (1,4 cm) byla vytvořena působe-

ním kultury Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM731 na Enterococcus sp. E28. Protek-

tivní kmeny CCDM731 a CCDM71 vykazovaly značný inhibiční efekt na kmeny 

s dekarboxylázovou aktivitou E14, E16, E18, E25, průměry těchto zón se pohybovaly v 

rozmezí 1,2 - 1,35 cm. Protektivní kmen CCDM760 významně účinkoval na citlivé kmeny 

E15 a E16 (velikost zón 1,3 a 1,35 cm). Kmen CCDM686 nejvíce bránil růstu Entero-

coccus faecium E5 (zóna 1,3 cm) a kmen CCDM698 velmi ovlivňoval růst baterie Entero-

coccus faecium E14. 

V porovnání s kontrolními kmeny (Tab. 6) bylo zjištěno, že tyto kontroly jsou mno-

hem citlivější k účinkům protektivních kmenů, protože zóny dosahovaly mnohem větších 

rozměrů (až 2 cm). Avšak působení kmenů CCDM731 a CCDM71 se jevilo i u této sady 

mikroorganizmů nejslibněji. 
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Tab. 5 Průměry zón vytvořené působením protektivních kultur na citlivé kmeny 

Protektivní kmeny 760 686 689 695 698 731 71 

Citlivé kmeny Ředění ø jamky [0,65 cm] + zóna [cm] 

B76 
10-2 0,7 - - - 0,7 0,7 0,7 
10-3 - - - - - - - 

B122 
10-2 1,15 1,1 1 1 1 1,1 1,2 
10-3 - - - - - - - 

B124 
10-2 - - - - - - - 
10-3 - - - - - - - 

B129 
10-2 1,1 1,1 0,7 0,7 0,7 1,2 1,2 
10-3 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 

B131 
10-2 1,1 1,1 1,1 1 0,7 1,1 1,1 
10-3 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 - 

B133 
10-2 1,1 1,1 0,7 0,7 0,7 0,7 1,2 
10-3 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 

B142 
10-2 0,7 - - - - 0,7 0,7 
10-3 - - - - - - - 

B143 
10-2 - 0,7 - - - - 0,7 
10-3 - - - - - - - 

B144 
10-2 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 
10-3 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 

B147 
10-2 0,7 - - - - 0,7 0,7 
10-3 - - - - - - - 

B151 
10-2 - - - - - - - 
10-3 - - - - - - - 

B152 
10-2 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 
10-3 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 

B153 
10-2 - - - - - - - 
10-3 - - - - - - - 

B154 
10-2 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 
10-3 - - - - - - - 

B160 
10-2 1,1 1,1 0,7 1,1 1,1 1,1 0,7 
10-3 0,7 - - 0,7 0,7 0,7 0,7 

B169 
10-2 - - - - - - - 
10-3 - - - - - - - 

E2 
10-2 1 1,1 1,1 0,7 1,1 1,2 1,15 
10-3 0,7 - - - - 0,7 0,7 

E5 
10-2 1,25 1,3 1,25 1,25 1,25 1,2 1,3 
10-3 0,7 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1 
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Protektivní kmeny 760 686 689 695 698 731 71 

Citlivé kmeny Ředění ø jamky [0,65 cm] + zóna [cm] 

E8 
10-2 1,1 1,1 1 1,2 1,2 1,3 1,3 
10-3 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 

E11 
10-2 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1 1,3 
10-3 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 

E13 
10-2 0,7 1,1 1,1 1,1 0,7 0,7 0,7 
10-3 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 

E14 
10-2 1,2 1,2 1,25 1,2 1,3 1,3 1,3 
10-3 - 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 

E15 
10-2 1,3 1,25 1,2 1 1,2 1,3 1,15 
10-3 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 

E16 
10-2 1,35 1,25 1,25 1,15 1,1 1,2 1,35 
10-3 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 

E17 
10-2 0,7 0,7 1,05 1,1 0,7 0,7 0,7 
10-3 - - - - - - - 

E18 
10-2 1,05 0,7 1,1 1,1 1,15 1,25 1,3 
10-3 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 

E21 
10-2 1,15 1,2 1,2 1 1,1 1,1 1,3 
10-3 - - - - - - - 

E25 
10-2 1,2 1,15 1,1 1,1 1,1 1,2 1,3 
10-3 - 0,7 - - - - - 

E26 
10-2 1,05 1,1 1 1,05 0,7 0,7 1,2 
10-3 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 

E27 
10-2 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 
10-3 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 

E28 
10-2 1,3 1,25 1,25 1,2 1,2 1,4 0,7 
10-3 - - - - - - - 

E30 
10-2 0,7 0,7 0,7 1,1 0,7 1 1,25 
10-3 - - 0,7 - - - - 

Poznámka: - zóna nebyla vytvořena. 
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Tab. 6 Průměry zón vytvořené působením protektivních kultur na kontrolní kmeny 

Protektivní kmeny 760 686 689 695 698 731 71 

Kontrolní 
kmeny 

Ředění ø jamky [0,65 cm] + inhibiční zóna [cm] 

T2 
10-2 1,7 1,6 1,6 1,65 1,6 1,85 1,75 
10-3 1,7 1,6 1,6 1,7 1,7 1,9 2 

T3 
10-2 1,2 1 1,2 1,2 1 1,3 1,5 
10-3 1,3 1 1 1,5 1 1,5 1,5 

T37 
10-2 1,5 1,5 1,6 1,5 1,5 1,55 1,6 
10-3 1,7 1,7 1,7 1,6 1,7 1,8 1,6 

P94 
10-2

 1,6 1,5 1,6 1,8 1,5 1,6 1,5 
10-3 1,65 1,6 1,45 1,6 1,6 1,8 1,6 

P96 
10-2 1,7 1,5 1,5 1,5 1,5 1,7 1,6 
10-3 1,8 1,8 1,7 1,7 1,65 1,7 1,7 

P98 
10-2 1,5 1,4 1,3 1,3 1,5 1,6 1,5 
10-3 1,5 1,3 1,3 1,3 1,3 1,6 1,4 

 

6.2 Působení protektivních kultur CCDM79, 414, 416, 418, 671, 702, 945 

na dekarboxyláza pozitivní kmeny 

Tyto protektivní kultury nevykazovaly inhibiční působení na citlivé mikroorganizmy 

při aplikaci obou ředění.  

Inhibiční působení těchto kultur bylo zjištěno pouze u kontrolních kmenů T3, T15, 

P16 (Tab. 7). U Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM418 nebyl prokázán inhibiční efekt 

na žádném z testovaných mikroorganizmů. 
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Tab. 7 Průměry zón vytvořené působením protektivních kultur na kontrolní kmeny 

při ředění 10
-2

 

Protektivní 
kmeny 

79 414 416 418 671 702 945 

Kontrolní 
kmeny 

ø jamky [0,65 cm] + zóna [cm] 

T2 - - - - - - - 
T3 1,3 1,35 0,7 - 0,7 0,7 0,7 
T8 - - - - - - - 

T15 1,2 1,1 0,7 - 0,7 0,7 0,7 
P16 1,6 1,6 1,2 - 1,2 1,2 1,2 
P20 - - - - - - - 
P33 - - - - - - - 

Poznámka: - zóna nebyla vytvořena. 

 

6.3 Působení protektivních kultur CCDM62, 82, 125, 149, 215, 340, 377 

na dekarboxyláza pozitivní kmeny 

Tato skupina protektivních mikroorganizmů nepůsobila inhibičně na žádný z citlivých 

kmenů. Pro tyto protektivní kmeny nebyly známy ani účinky na jiné mikroorganizmy, ne-

byly pro ně zjištěny kontrolní kultury.  
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7 DISKUZE 

Bakterie mléčného kvašení hrají velice důležitou roli v potravinářském průmyslu. Vy-

užívá se schopnosti těchto bakterií přetvářet sacharidy na kyselinu mléčnou a další produk-

ty. Tato jejich vlastnost nám umožňuje vyrábět jogurty, zakysaná mléka, kefíry, sýry, fer-

mentovanou zeleninu, masné výrobky atd. Díky produkci kyseliny mléčné dochází ke sní-

žení pH potraviny čímž se prodlužuje i její údržnost. Mezi BMK patří rody Pediococcus, 

Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Weissella, Oeno-

coccus a další [17]. 

 Problémem je, že některé z těchto rodů jako je například Enterococcus, dokáží produ-

kovat biogenní aminy. Tyto látky jsou v nízkých koncentracích pro člověka prospěšné, 

dokonce i potřebné, protože zajišťují různé fyziologické funkce. Avšak zvláště u fermento-

vaných potravin se biogenní aminy vyskytují v poměrně vysokých koncentracích, které 

mohou nepříznivě působit na zdraví konzumentů. Předávkování biogenními aminy se mů-

že projevovat různě od nevolnosti, kopřivky, bolesti břicha až po zvracení, bolesti hlavy, 

zvýšení či snížení krevního tlaku. Navíc některé kmeny rodu Enterococcus patří mezi pa-

togenní mikroorganizmy, které jsou v potravinách silně nežádoucí. I z toho důvodu, se 

musí dbát na pečlivý výběr kmenů, které budou tvořit součást startovacích kultur [24, 33]. 

Existují protektivní kmeny, které produkují látky vykazující baktericidní účinek. Mezi 

tyto látky patří mimo jiné bakteriociny. Spektrum účinku bakteriocinů je velmi specifické 

(účinkují pouze na příbuzné bakteriální kmeny) [5]. 

Cílem této práce bylo zjistit inhibiční působení vybraných protektivních kultur na bak-

terie rodu Enterococcus. V průběhu studia byl testován účinek 21 protektivních kultur na 

33 dekarboxyláza pozitivních bakterií rodu Enterococcus. Při každém testování bylo pro-

vedeno zároveň kontrolní stanovení s kmeny, u kterých již v předchozích experimentech 

byla zjištěna citlivost vůči produkčním kmenům, tedy s mikroorganizmy, u kterých byl 

inhibiční účinek daného supernatantu již prokázán. Mezi kontrolními kulturami byly za-

stoupeny kmeny rodu Lactobacillus. U laktobacilů byla zjištěna mnohem větší citlivost na 

produkované bakteriociny než u rodu  Enterococcus, proto je pravděpodobné, že v případě, 

kdy protektivní kultura neinhibuje růst laktobacilů, nebude inhibovat ani růst enterokoků. 

Kontroly byly aplikovány zejména z toho důvodu, že kdyby u těchto kmenů nebyly vytvo-

řeny zóny, znamenalo by to, že supernatanty neobsahují požadované inhibiční látky nebo 

je neobsahují v dostatečném množství. Kdyby nebyla provedena tato kontrola, mohli by-
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chom se mylně domnívat, že dané protektivní kultury nevykazují dostatečné inhibiční pů-

sobení.  

Z 21 testovaných protektivních kmenů vykazovalo inhibiční efekt pouze 7, a to Lacto-

coccus lactis biovar. diacetylactis CCDM670, Lactococcus lactis biovar. diacetylactis 

CCDM686, Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM689, Lactococcus lactis biovar. 

diacetylactis CCDM695, Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM698, Lactococcus 

lactis subsp. lactis CCDM731, Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM71, proto této sku-

pině byla věnována největší pozornost a byla opakovaně testována. Tyto mikroorganizmy 

produkovaly bakteriocin nisin (dle sdělení poskytovatele kultur). Přičemž nejvíce ovlivňo-

valy růst enterokoků kmeny CCDM731 a CCDM71. 

 Pomocí statistického programu UNISTAT® Verze 6.5.04. bylo porovnáno inhibiční 

působení protektivních kultur na všechny citlivé kmeny a byly zjištěny výsledky statisticky 

významné (hladina významnosti menší než 5%) a výsledky statisticky nevýznamné  

(P ≥ 0,05). Dle výsledků je patrné, že kmen vykazující dekarboxylázovou aktivitu E15 

(zóna o velikosti 1,3 cm) je citlivější na inhibiční působení protektivní kultury CCDM731 

nežli dekarboxyláza pozitivní kmen E27, u něhož byl pozorován pouze náznak výskytu 

zóny (0,7 cm). Velikosti inhibičních zón těchto dvou kmenů se lišily v průměru o 0,55 cm, 

což je rozdíl statisticky významný (P = 0,0001). Srovnáme-li působení kmene CCDM731 

na kmen E15 a na kmen E2 zjišťujeme výsledek, jež je statisticky nevýznamný  

(P = 0,2183), tudíž můžeme říci, že tyto 2 kmeny vykazovaly obdobnou citlivost vůči pro-

tektivní kultuře CCDM731 (průměrný rozdíl ve velikosti zón = 0,05 cm). Porovnáme-li 

působení inhibičního kmene CCDM71 na citlivý kmen E16 s ostatními citlivými kmeny 

můžeme říci, že kmen CCDM71 vykazuje obdobné inhibiční působení na kmeny s dekar-

boxylázovou aktivitou E2, E5, E8, E14, E18, E21, E25, E30, protože zde byla hladina vý-

znamnosti větší než 0,05 (P ≥ 0,2), z toho vyplývá, že rozdíly mezi vytvořenými zónami 

byly malé (zóny dosahovaly obdobných rozměrů). Naproti tomu byl u ostatních citlivých 

kmenů pozorován výskyt mnohem menších zón v důsledku působení kmene CCDM71, 

tedy rozdíly mezi zónami byly velké (P ≤ 0,05). 

V průběhu studia bylo zjištěno, že úprava pH supernatantů je velmi důležitá. Při jed-

nom z testů nebylo upraveno pH a při odečtech byly zjištěny zóny přibližně o průměrech 

1,15 cm. Testování bylo opakováno se stejnými mikroorganizmy, avšak s již upraveným 

pH. Při tomto opakování zóny vytvořeny nebyly. Tímto bylo dokázáno, že zóny, které byly 
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pozorovány při prvním testování, nebyly vytvořeny díky účinkům bakteriocinů, ale vznikly 

v důsledku nízkého pH supernatantu. 

Bylo publikováno mnoho prací, které se zabývají inhibičním působením protektivních 

kultur. Například Ghrairi a kol. [47] ve své práci studovali inhibiční působení Entero-

coccus faecium, taktéž pomocí difúzní jamkové metody. Bakterie Enterococcus faecium 

MMT21 byla izolována ze sýru rigouta a Tuniských tradičních sýrů a bylo zjištěno, že 

produkuje 2 bakteriociny a to  enterocin A a enterocin B. Tyto bakteriociny patří do  

třídy II. Tato studie prokázala inhibiční působení Enterococcus faecium MMT21 na Lacto-

coccus lactis subsp. lastis, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Listeria ivanovii, 

Listeria monocytogenes, Bacillus cereus a Staphylococcus aureus. Dále bylo v této studii 

zjištěno, že Enterococcus faecium MMT21 nevykazuje inhibiční působení na Lactococcus 

lactis subsp. cremoris, Lactobacillus casei, Leuconostoc mesenteroides, Escherichia coli, 

Pediococcus acidilactici. Bakterie Enterococcus faecium MMT21 je vhodná pro použití 

jakožto startovací kultura, díky tomu, že dokáže inhibovat růst patogenní Listeria monocy-

togenes a navíc vykazuje vysokou proteolytickou aktivitu, která je žádoucí při výrobě zra-

jících sýrů. [47] 

Kruger a kol. [48] se zabývali inhibičním působením nisinu, který byl produkován 

bakteriemi mléčného kvašení, jež byly izolovány z rukoly. V této studii byly citlivé mikro-

organizmy naočkovány na agarovou plotnu s vhodným médiem, na jehož povrch bylo dáv-

kováno 10 µl supernatantu. Po kultivaci byl pozorován výskyt zón, přičemž zóna o veli-

kosti větší než 5 mm byla považována za pozitivní výsledek. Bylo zjištěno, že nisin inhibu-

je růst Enterococcus faecium, Lactobacillus sakei, Lactobacillus sakei subsp. sakei, Lacto-

bacillus delbrueckii, Staphylococcus aureus, Listeria innocua, Listeria monocytogenes. 

Největší inhibiční efekt byl zaznamenán u Lactobacillus sakei subsp. sakei, kde byla pozo-

rována zóna o průměru 26 mm. U bakterie Enterococcus faecium dosahovaly zóny rozmě-

rů 9 – 15 mm v závislosti na kmenu [48]. Inhibiční efekt nisinu na Enterococcus faecium 

byl prokázán i v této bakalářské práci, kdy největší zóny byly pozorovány u  Enterococcus 

faecium E14 (13 mm včetně jamky).  

Ve studii Tükel a kol. [49] byl podrobně zkoumán inhibiční vliv nisinu, který byl pro-

dukován bakterií Lactococcus lactis subsp. lactis MC38. Tato bakterie byla izolována 

z Tureckých tradičních sýrů. Účinek nisinu byl testován na mnoha mikroorganizmech, 

patřících do rodů Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Listeria, Entero-

coccus, Salmonella, Escherichia, Pseudomonas, Bacillus, Micrococcus, Staphylococcus a 
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Clostridium. Inhibiční aktivita nisinu byla sledována pomocí výskytu zón. Přičemž vznik 

zóny, jejíž rozměry se pohybovaly v intervalu od 5 do 10 mm, byl považován za nízkou 

účinnost nisinu a vznik zóny o velikosti větší než 10 mm byl považován za vysokou účin-

nost. Bylo zjištěno, že nisin produkovaný bakterií Lactococcus lactis subsp. lactis MC38 

neinhibuje růst žádné ze všech testovaných gramnegativních bakterií. Naproti tomu byl 

potvrzen pozitivní výsledek u všech testovaných grampozitivních bakterií, přičemž na 7 

z nich vykazoval nisin nízký účinek (jednalo se o kmeny z rodu Lactococcus, Staphylo-

coccus a Clostridium). U zbývajících 23 kmenů byl pozorován vznik zón větších rozměrů, 

což dokazuje větší citlivost těchto kmenů k účinkům nisinu. Mezi tyto kmeny patřily i En-

terococcus faecalis LMG2708 a Enterococcus faecalis LMG2602 [49]. V této bakalářské 

práci byl sledován účinek nisinu taktéž na bakterii Enterococcus faecalis. Bylo zjištěno, že 

nisin inhibuje růst pouze bakterie Enterococcus faecalis B131 a to pouze s nízkým účin-

kem (velikost zóny 11 mm včetně jamky 6,5 mm). U kmene B142 byl vliv nisinu zanedba-

telný, protože v tomto případě zóny pozorovány nebyly, popřípadě byly pozorovány ná-

znaky zón (zóna nepravidelná, neohraničená či zóna velmi malých rozměrů).  
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ZÁVĚR 

V průběhu práce bylo testováno inhibiční působení protektivních kultur na bakterie 

s dekarboxylázovou aktivitou rodu Enterococcus (33 kmenů). Celkem bylo testováno 21 

protektivních kultur, přičemž inhibiční účinek byl pozorován pouze u následujících kmenů, 

jež produkovaly nisin (dle sdělení poskytovatele kultur). 

Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM670 

Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM686 

Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM689 

Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM695 

Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM698 

Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM731 

Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM71 

Dále bylo zjištěno, že těchto 7 kmenů nejvíce ovlivňovalo růst bakterií Enterococcus 

faecium a Enterococcus sp., jež nesly označení E.  

Výsledky této práce byly porovnány s jinými studiemi, jež se zabývaly obdobnou pro-

blematikou, tedy inhibičním působením nisinu. Kruger a kol. [48] prokázali inhibiční pů-

sobení nisinu na Enterococcus faecium, také v této práci byl zjištěn značný vliv nisinu na 

tuto bakterii. Tükel a kol. [49] zjistili významný inhibiční účinek nisinu na Enterococcus 

faecalis. V této práci byly testovány pouze dva kmeny Enterococcus faecalis, jež nevyka-

zovaly velkou citlivost vůči nisinu. 
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SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK 

BMK Bakterie mléčného kvašení. 

EDTA Ethylendiamintetraoctová kyselina 

EMP Embden-Meyerhof-Parnasova dráha 

FAD Úřad pro kontrolu potravin a léčiv 

kDa Kilodalton 

P Fosfát 

DP Difosfát 

UHT Ultratepelné ošetření 

UTB Univerzita Tomáše Bati ve Zlíně 

VÚM Výzkumný ústav mlékárenský 

WHO Světová zdravotnická organizace 
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