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ABSTRAKT 

Cílem této práce bylo charakterizovat proteolytické mikroorganismy z hlediska pozitivního 

účinku týkajícího se vyuţití v potravinářství a přeměn látek v přírodě. Proteolytické mikro-

organismy byly také popsány z hlediska negativního účinku, který se týká hnilobných pro-

cesů potravin za vzniku toxických či karcinogenních produktů dusíkaté povahy. Dále jsou 

v této práci uvedeny základní metody stanovení proteolytických mikroorganismů plotno-

vými metodami. 
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vení proteolytických mikroorganismů   

 

 

 

ABSTRACT 

The aim of this study was to characterise the proteolytic microorganisms in terms of positi-

ve effect regarding utilisation in food-processing industry as well as the transformation of 

substances in nature. The proteolytic microorganisms was also described in terms of nega-

tive effect that is concerned in the putrescible processes of foodstuff resulting in formation 

of toxic and carcinogenic products of nitrogenous nature. Furthermore, the study includes 

the basic methods of proteolytic microorganisms determination by cultivation methods.  
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ÚVOD 

Proteolytické mikroorganismy, se kterými je člověk denně ve styku, jsou  významné nejen 

v přírodě při rozkladných procesech, ale také v potravinářských technologiích. 

V potravinářství se vyuţívalo proteolytických účinků mikroorganismů jiţ od pradávna, 

aniţ byla známa jejich  podstata. Většinou k příznivým rozkladným procesům potravin 

bílkovinné povahy přispěla náhoda a lidská vynalézavost a experimentovatelnost. Spousta 

takových potravin je vyuţívána dodnes díky své bohaté nutriční a senzorické hodnotě. 

Stravitelnost a  výtěţnost takto mikrobiálně narušených potravin je většinou mnohem vyšší 

neţ v původních potravinách. Problematikou protelolytických mikroorganismů se zabývá 

hodně studií, díky nimţ jsou vylepšovány technologie a kombinace mikroorganismů k zís-

kání kvalitních, zdravotně nezávadných a chutných potravin. Chutnost a rozmanitost je 

v dnešní době důleţitý aspekt pro svou konkurenceschopnost, jelikoţ se na český trh do-

stávají různé rozmanité produkty ze zahraničí. 

Činnost proteolytických mikroorganismů je známa nejen v mlékárenském průmyslu, kde se 

pouţívají čisté kultury pro výrobu různých variant sýrů, ale konzumace výrobků 

s přidanými mikroorganismy je příznívá i z dietetického hlediska. V masném průmyslu je 

vyuţíváno proteolytických schopností mikroorganismů z důvodu senzorického, ale i tech-

nologického, jelikoţ u různých typů masných fermentovaných tepelně neupravovaných 

výrobků zde proteolytická činnost slouţí i jako konzervační proces. Proteolytické mikroor-

ganismy jsou vyuţívány i v potravinách rostlinného původu, kde svou činností přeměňují 

základní sloţky surovin a tím mohou být prospěšné u konečných potravin pro lidi 

s určitými intolerancemi. Také přeměnou základních sloţek na jednodušší mohou potravi-

ny získávat nové ţádoucí senzorické vlastnosti. 

Ovšem není znám pouze pozitivní účinek proteolytických mikroorganismů. Tyto mikroor-

ganismy jsou nazývány hnilobnými právě pro svou schopnost rozkládání bílkovin 

v potravinách při výrobě, skladování a distribuci. Potraviny napadené proteolytickými mik-

roorganismy z prostředí, jako primární či sekundární kontaminace, zhoršují nejen senzoric-

ké vlastnosti hnilobným zápachem a viditelnými změnami na povrchu nebo uvnitř výrobků, 

ale vznikající produkty ohroţují zdravotní nezávadnost vznikem toxických či karcinogen-

ních látek. 
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1 PROTEOLYTICKÉ MIKROORGANISMY, JEJICH 

CHARAKTERISTIKA, VÝSKYT, MECHANISMUS 

Proteolytické mikroorganismy, vyskytující se běţně v prostředí, jsou významné pro svou 

schopnost hydrolyzovat bílkoviny. Tuto schopnost zajišťují proteolytické enzymy, které 

katalyzují chemické reakce uskutečňující se v bílkovinné sloţce substrátu za vzniku meta-

bolických produktů, které ovlivňují vlastnosti kontaminovaného nebo zaočkovaného mate-

riálu [1]. 

1.1 Mechanismus 

Pro svou metabolickou činnost jsou proteolytické mikroorganismy označované jako hni-

lobné. Látky vzniklé proteolytickou činností negativně ovlivňují senzorické vlastnosti po-

travin, tedy převáţně chuť a zápach. Taktéţ zmíněné látky zapříčiňují vznik odlišných 

chemických vazeb v základní molekule bílkovinného dusíku, coţ můţe vést při konzumaci 

aţ k ohroţení zdravotního stavu spotřebitelů. Hniloba se tedy týká bílkovin, jejichţ přiro-

zenou součástí jsou aminokyseliny, které během proteolytického procesu prochází dekar-

boxylací za vzniku toxických látek, tzv. biogenních aminů. Pokud se tyto biogenní aminy 

vyskytnou v potravině a jsou zkonzumovány, poté jsou v organismu zapojeny do metabo-

lismu, kde jsou aminooxidasami dehydrogenovány na iminy, ze kterých se po hydrogenaci 

tvoří amoniak a aldehydy,  coţ jsou látky, které lehce podléhají dalším reakcím za vzniku 

nebezpečných karboxylových kyselin, které mohou být dále metabolizovány citrátovým 

cyklem. Během procesu hydrogenace za vzniku amoniaku a aldehydů, dochází také 

k alkalizaci prostředí, jelikoţ se při rozkladu sloţek substrátu zvyšuje pH do zásadité ob-

lasti. V potravinářství při postupném rozkladu bílkovinných substrátů můţe dojít také ke 

vzniku sirovodíku, sirných aminokyselin, indolu a amoniaku, coţ jsou látky silně zapácha-

jící a tedy signalizující mikrobiální napadení [1, 2]. 

Ovšem proteolytické mikroorganismy nemají pro potravinářství pouze negativní vliv, ale 

jsou vyuţívány stále častěji, kdy se při řízené kultivaci dají získat senzoricky i nutričně 

kvalitní potraviny [2]. 
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1.2 Výskyt 

Proteolytická schopnost se přirozeně vyskytuje u mikroorganismů v přírodě, které zabezpe-

čují rozklad organických materiálů a tím zajišťují koloběh ţivin. Proto tuto vlastnost mají 

běţně se vyskytující mikroorganismy, tedy bakterie, kvasinky a plísně (Tab. 1). Tyto mik-

roorganismy jsou přizpůsobeny podle toho, v jakém prostředí se přirozeně vyskytují. Mik-

roorganismy můţeme tedy rozdělit na skupiny podle jejich optimální teploty růstu na 

psychrotrofní, mezofilní i termofilní nebo dle jejich vztahu ke kyslíku na aerobní, fakulta-

tivně anaerobní či anaerobní. Právě pro svou schopnost rozkládat bílkovinné materiály se 

proteolytické mikroorganismy vyskytují hojně na potravinách. Činnost daných mikroorga-

nismů je omezena nebo aţ inhibována kyselým prostředím. Z toho vyplývá, ţe potraviny, 

kde jiţ byly sacharidy vyuţity kyselinotvornými mikroorganismy, či jejich výrobní postup 

prochází mléčným kvašením, jsou přirozeně chráněny před nárůstem proteolytických mik-

roorganismů [2]. 

Tab. 1. Zástupci proteolytických mikroorganismů [1, 2, 3, 5, 6, 10, 11, 16]. 

Plísně Bakterie Kvasinky 

Penicillium camemberti Proteus vulgaris Debaromyces hansenii 

Penicillium citrinum Serratia  marcescens   

Penicillium chrysogenum Alcaligenes faecalis   

Aspergillus Pseudomonas fluorescens   

Scopulariopsis brevicaulis Pseudomonas aeroginosa   

Mucor mucedo Pseudomomnas putida   

  Pseudomonas fragi   

  Bacillus subtilis   

  Clostridium putrefaciens   

  Clostridium sporogenes   

  Streptococcus    

  Staphylococcus   

  Kurthia   

  Brevibacterium linens   

  Lactobacillus casei   

  Clostridium botulinum   

  Clostridium sporogenes   

  Clostridium histolyticum   

  Enterococcus faecalis   

  Bifidobacterium   

  Moraxella   

  Actinobacter   

  Flavobacterium   
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2 PROTEOLYTICKÉ MIKROORGANISMY A JEJICH VÝZNAM 

V MLÉČNÝCH VÝROBCÍCH 

 Proteolytické mikroorganismy mají v mlékárenství velký význam, neboť se přidávají 

k surovinám za účelem získání výrobků typických vlastností. V potravinářství se samo-

zřejmě pracuje s čistými kulturami, které zaručují specifické vlastnosti, rychlé zjištění mu-

tace plazmidy a eliminaci fágů výměnou kmene, při dodrţení optimálních podmínek a prá-

ci s nimi [3]. Další důleţitá funkce čistých kultur spočívá v dieteticko-léčebných účincích 

mléčných nápojů a výrobků získaných zakysáním sladkého mléka ušlechtilými čistými 

kulturami bakterií mléčného kvašení s proteolytickými vlastnostmi za vzniku kaseinu. 

Mléčná bílkovina (kasein) je jemně vyvločkována, a tím zajištěna lepší stravitelnost 

a resorpce v organismu. Proteolytické bakterie se stanovují na základě jejich proteolytické 

schopnosti vůči ţelatině nebo koagulovanému séru. V mlékárenství se jako substrát pouţí-

vá kasein. Při posuzování výsledků s příslušnou bílkovinou je důleţité rozlišení mírné pro-

teolýzy, způsobené čistými mlékárenskými kulturami, od silnější proteolýzy  způsobené 

jinými bakteriemi. V případě mírné proteolýzy se po převrstvení misek s koloniemi 1% 

HCl, 1% taninem nebo 1% roztokem chloridu rtuťnatého zóny hydrolýzy okolo kolonií 

opět zakalí, pokud se jedná o silnější proteolýzu způsobenou jinými bakteriemi, tak zóny 

hydrolýzy zůstanou čiré [4]. 

2.1 Proteolytické bakterie vyskytující se přirozeně v syrovém mléce  

a způsobující jeho kažení 

V syrovém mléce se přirozeně vyskytují psychrofilní bakterie rodu Pseudomonas. Tento 

rod zahrnuje především druhy Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida, Pseudomo-

nas fragi a Pseudomonas aeruginosa. Některé z uvedených druhů bakteríí mohou produ-

kovat lipolytické a proteolytické enzymy. Tyto enzymy přeţívají vysoké teploty pasterizace 

a zhoršují kvalitu produktu během skladování, čímţ negativně ovlivňují dobu trvanlivosti. 

Bakteriální lipasy mohou způsobit v mléce ţluknutí, zatuchlý nebo květinový zápach 

a proteasy zapříčiňují sráţení či gelovitost mléka. Proto je důleţité zabránit i případné kon-

taminaci psychrofilními bakteriemi rodu Pseudomonas. Tuto sekundární kontaminaci lze 

ovlivnit důkladnou sanitací, pouţíváním čistého vybavení prosté mikroorganismů při doje-

ní a manipulací s mlékem a udrţovat čistotu prostředí kravínu. Další neţádoucí mikroorga-
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nismy vyskytující se v mléce a způsobující proteolýzu jsou termorezistentní sporotvorné 

mikroorganismy. Mezi tyto odolné bakterie přeţívající vysoký záhřev díky tvorbě endospor 

patří Bacillus a Clostridium. Tyto rody jsou v potravinářství kontrolovány z důvodu moţ-

ného nebezpečí pro lidské zdraví [5]. 

2.2 Využití proteolytických mikroorganismů pro výrobu sýrů zrajících 

pod mazem 

Potravinářsky významné kultury z hlediska proteolytických vlastností slouţí k výrobě sýrů 

zrajících pod mazem. Tyto proteolytické kultury tvoří maz za aerobních podmínek na po-

vrchu, coţ patří mezi typický znak pro tento druh sýrů [3]. Mezi sýry patřící do skupiny 

zrajících pod mazem patří např.: tvarůţky, romadúr, kmínový sýr, pivní sýr, limburský sýr 

a jiné [6]. Mezi důleţité poţadavky při práci patří dodrţovat hygienu na vysoké úrovni 

z důvodu moţné kontaminace, která by mohla způsobit znehodnocení sýrů důsledkem na-

rušení rovnováhy zaočkované mikroflóry. U tohoto druhu sýrů se tedy přidává kromě zá-

kladní mesofilní mlékařské kultury i mazová kultura, která obsahuje rody bakterií a kvasi-

nek známé pro svou proteolytickou aktivitu. Tato mazová kultura je sloţena z druhů [3]: 

• Brevibacterium linens, 

• Micrococcus roseus, 

• Torulopsis candida, 

• Kluyveromyces lactis, 

• Candida utilis. 

Velice aktivní proteolytický rod Brevibacterium linens se vyuţívá při výrobě tvarůţků 

(Obr. 1). Tato bakterie se účastní zrání a je schopna růst pouze na odkyseleném povrchu 

sýrů.  Proto se dále při zrání vyuţívá kombinace B. linens s kvasinkami. Kvasinky v pří-

tomnosti vzdušného kyslíku oxidují organické kyseliny, hlavně tedy kyselinu mléčnou 

a octovou, čímţ dochází k odkyselení povrchu sýrů a tím usnadnění růstu B. linens. Pří-

tomné proteolytické kvasinky jsou taktéţ zdrojem vitaminů skupiny B, které podporují růst 

ostatních bakterií účastnících se zrání. B. linens se vyuţívá díky přítomnosti extracelulár-

ních enzymů, které se zapojují do procesu zrání. Spolu s mikrokoky vytváří B. linens roz-

kladem bílkovin typické aroma a chuť. Navíc tvoří B. linens ţlutý pigment. Musí být 
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ovšem zajištěny vhodné podmínky pro zrání, kam patří vysoká relativní vlhkost vzduchu a 

vhodná teplota [3]. Přítomné proteolytické kvasinky jsou taktéţ zdrojem vitaminů skupiny 

B, které přispívají pro růst ostatních bakterií účastnících se zrání [3]. 

  

 

Obr. 1. Sýr zrající pod mazem [7].  

 

2.3 Plísňové kultury používané při výrobě sýrů 

Proteolytických účinků plísňových kultur se vyuţívá i při výrobě sladkých a kyselých sýrů, 

které způsobují mikrobiologické, fyzikální a chemické změny bílkovin a mléčného tuku. 

Vhodně zvolené kultury rostoucí na povrchu, uvnitř těsta nebo kombinací obou moţností 

(Obr. 2) vytváří poţadované vlastnosti pro vznik typických štěpných produktů a metabolitů 

způsobujících charakteristické senzorické a reologické vlastnosti [3].  

2.3.1 Charakteristika používaných plísňových kultur 

Penicillium roqueforti je vyuţíván pro výrobu sýrů s plísní v těstě. Tato plíseň má proteoly-

tické a lipolytické vlastnosti, snáší vysoké koncentrace solí v prostředí a je poměrně málo 

náročná  na kyslík, proto roste dobře v dutinách sýrů s plísní v těstě. Na médiích tvoří 

po vysporulování modrozelený sametový povlak. Mezi nejznámější produkty vyuţívající 

této technologie je u nás Niva, rokfór francouzského původu, gorgonzola italského typu 

nebo stilton anglického původu [1]. 

Penicillium camemberti se pouţívá k výrobě sýrů s plísní na povrchu. Kultura má značnou 

proteolytickou aktivitu. Tato plíseň je náročná na přístup kyslíku, proto roste na povrchu, 

kde při aerobním zrání přítomné enzymy prostupují z povrchu do nitra sýrů. Při zrání do-
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chází k tvorbě typických senzorických vlastností jako je chuť a aroma.  Mezi původní dru-

hy patří camembert a brie, u nás se jedná o Hermelín, Encián, Plesnivec a další [3]. 

 

 

Obr. 2. Sýr s plísní uvnitř těsta a plísní na povrchu [8]. 

2.4 Přídavek proteolytických mikroorganismů do probiotických výrob-

ků 

Z provedených studií bylo prokázáno, ţe jogurty s probiotickou kulturou a přídavkem pro-

teolytického a taktéţ probiotického druhu Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus byly 

zfermentovány v nejkratším čase. Navíc se u zmíněných jogurtů zlepšila pevnost, která 

ovšem neměla vliv na jejich viskozitu. Díky přídavku startovací kultury Lb. delbrueckii 

subsp. bulgaricus se zlepšila i ţivotaschopnost probiotických bakterií [9].  

Proteolytické mikroorganismy produkují enzymy peptidasy a proteinasy, které hydrolyzují 

mléčnou bílkovinu a umoţňují vznik volných aminokyselin prospívajících růstu buňky [9]. 

 

2.5 Geotrichum candidum v sýrech 

Geotrichum candidum, druh velice rozmanitý jak genotypově, tak fenotypově není zařazen 

striktně ani mezi kvasinky nebo plísně, ale tvoří přechod mezi těmito dvěma skupinami. 

G. candidum patří mezi běţné saprofyty, ale rod je znám i při vyuţívání odpadních produk-

tů ze zpracování tučných ryb a tučných mléčných výrobků. Zde je vyuţívána lipolytická 
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vlastnost tohoto rodu. Dále G. candidum provází kandidy při vaginálních mykózách a nebo 

je příčinou bronchopneumoniích a dermatomykóz [10]. 

Tento druh je pro mlékárenský průmysl velice zajímavý, neboť je důleţitý při dozrávání 

sýrů. Právě při zrání dochází k rozkladu bílkovin činností enzymů, které naruší strukturu 

bílkovin, coţ ovlivňuje konzistenci výrobku. Při proteolýze také dochází k vytváření chu-

ťové sloţky a aroma. Reologických vlastností získaných rozkladem bílkovin činností pro-

teolytických enzymů, se vyuţívá při technologii výroby polotvrdých a měkkých sýrů. Vznik 

aromatických sloţek je typický pro sýr typu Brie a nebo tradiční Camembert. Geotrichum 

candidum přispívá ke sníţení produkce diacetylu, který vytváří typické máslové aroma. 

Právě při zrání ale můţe tento rod ovlivňovat i růst mikroorganismů jak vhodných tak 

škodlivých pro výrobu [10]. 

Studium G. candidum bylo uskutečněno u sterilní sýřeniny, tedy bez obsahu mléčných bak-

terií. Výsledky byly zjišťovány po 7 dnech kultivace při 25°C. Chuť byla mírně sýrovitá, 

plísňovitá, páchnoucí po hnilobě, kyselá, kvasnicová, ale celkový dojem byl pozitivní 

a ţádoucí [10].  

2.6 Význam rodu Lactobacillus paracasei jako přídavek do tvarohu 

pro výrobu sýrů z ovčího mléka 

Proteolytické mikroorganismy pouţívané při výrobě sýrů z ovčího mléka mají důleţitou 

funkci právě při zrání, jelikoţ zabezpečují rozklad bílkovin za vzniku důleţitých chuťo-

vých, vonných látek a také látek ovlivňujících charakteristickou texturu sýru. Proteolýza je 

zde zprostředkována bakteriemi startovacích kultur produkujících enzymy, doplňkovými 

kulturami a jejich enzymy, původními mléčnými enzymy a enzymy náhodných kultur vy-

skytujících se v surovině. V mléce se dominantně vyskytuje rod Lactococcus a méně rod 

Lactobacillus. Proto se k výrobě sýrů mohou pouţívat rody izolované přímo z mléka, kte-

rými se pak zaočkovává pasterované mléko. Při výrobě sýrů typu Čedar je ovšem zastou-

pení zmíněných rodů opačné, tedy v převaze jsou laktobacily, které byly pouţity pro násle-

dující studium. Předmětem studia bylo zjistit proteolytické vlastnosti nativních kmenů Lac-

tobacillus casei, Lb. paracasei, Lb. curvatus a Lb. plantarum. Mezi nejúčinnější z hlediska 

proteolýzy byl zařazen Lactobalillus  paracasei, který splňoval 3 základní faktory:  

1) schopnost produkovat kyselinu mléčnou, 
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2) stálost druhu do pokročilého stadia zrání, 

3) izolace kultury přímo z mléka.  

 

Kultura Lactobalillus paracasei dokázala svou činností z bílkovin uvolnit aminokyseliny 

glutamin, asparagin, leucin a prolin. Závěrem byla pro své vlastnosti uznána jako nejvhod-

nější pro výrobu sýrů z ovčího mléka [11]. 

2.7 Kultury pro sýry s nízkodohřívanou sýřeninou 

U sýru holandského typu (Obr. 3) je základem mesofilní kultura, také mohou být případně 

pouţity speciální mesofilní kultury. Základní mesofilní kulturu tvoří kmeny Lactococcus 

lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis 

biovar diacetylactis, který zapříčiňuje tvorbu hrachovitých ok. Mezi nověji vyuţívané bak-

terie patří i laktobacily Lb. casei nebo Lb. delbrueckii subsp. lactis vyznačující se výraznou 

proteolytickou aktivitou umoţňující rychlejší zrání sýrů tohoto typu. Na reologické vlast-

nosti sýru má podle starší literatury vliv typický kmen Lc. lactis subsp. cremoris biovar 

holandicus, který při niţších teplotách produkuje sliz a tím vytváří poţadovanou strukturu 

těsta sýru. Speciálním typem mesofilních kultur je známá čedarová kultura. Tato kultura je 

význačná svou vysokou tolerancí vůči soli aţ do 6,5 %. Mezi další poţadované vlastnosti 

patří termorezistence a vyšší optimální teplota (37 °C) pro proteolytickou aktivitu. Uvede-

né vlastnosti udělují zmíněným bakteriím optimální moţnost fermentace mleté a solené 

sýřeniny. Základní čedarová kultura je tvořena Lc. lactis subsp. lactis a Lc. lactis subsp. 

cremoris, pro urychlení proteolýzy se přidává termofilní homofermentativní Lb. helveticus, 

popř. Enterococcus durans [3]. 
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Obr. 3. Sýr s nízkodohřívanou sýřeninou holandského typu [12]. 
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3 VYUŽITÍ A VLIV PROTEOLYTICKÝCH MIKROORGANISMŮ 

V MASNÉM PRŮMYSLU 

3.1 Proteolýza masa 

Proteolýza patří mezi postmortální změny v mase, která probíhá součastně s autolýzou 

od okamţiku poraţení zvířete. Ovšem na rozdíl od autolýzy má opačnou dynamiku, jelikoţ 

s ubýváním aktivity nativních enzymů proteolýza nabývá na intenzitě. Svalovina 

po pořáţce je téměř sterilní, ale můţe dojít k sekundární kontaminaci proteolytickými mik-

roorganismy a jimi produkovanými enzymy, které se do svaloviny dostávají postupně. 

Zpočátku tento proces probíhá latentně, tedy bez vnějších projevů, jelikoţ ve fázi rigor 

mortis a na počátku zrání se pohybuje pH v oblasti kyselé, přesněji pod hodnotou pH 6. 

Počet mikroorganismů se v této kyselé oblasti výrazně nezvyšuje. Počáteční počet mikro-

organismů je ovlivněn hygienickou úrovní poráţení a jatečného zpracování zvířat, bourání 

a chlazení masa. Ovšem stále probíhající autolytický proces zajišťující odbourávání kyseli-

ny mléčné na oxid uhličitý a vodu zajišťuje sníţení kyselosti aţ do neutrální oblasti. Právě 

odbouráním kyseliny mléčné se umoţní pomnoţení mikroorganismů, které mohou dosaho-

vat aţ počtu 10
7
 aţ 10

8
 mikroorganismů na 1cm

2 
povrchu masa. Tento masivní nárůst mik-

roorganismů lze zaznamenat senzorickými změnami, jelikoţ můţe docházet ke změně bar-

vy masa, osliznutí povrchu a typickým hnilobným zápachem. Okamţik první registrace 

hnilobných změn označujeme jako index hniloby IH, coţ značí rozmezí mezi poţivatelností 

a upotřebitelností. Skutečný počátek a  průběh kaţení je ovšem velmi variabilní, jelikoţ  se 

odvíjí od více faktorů. Mezi nejvýznamnější faktory patří aktuální míra kontaminace a 

podmínky uchování masa. Také závisí na účinných bariérách kaţení masa, kam patří nízká 

vodní aktivita, hodnota redox potenciálu a hodnoty pH, která můţe  působit bakteriostatic-

ky či inhibičně. Na účinku sníţení pH masa na bázi kyseliny mléčné jsou zaloţeny prepará-

ty ke zvýšení údrţnosti [13]. 

3.1.1 Základní formy kažení masa  

Ke kaţení masa můţe dojít, pokud maso ztratí svou ochrannou bariéru. Tato ochranná ba-

riéra je porušena degeradací kyseliny mléčné, dostatečně velkým povrchem masa a vhod-

nou teplotou prostředí pro mikrobiální kontaminaci. Kaţení masa má na sebe navazující 

fáze [13]. 
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Povrchové osliznutí masa 

U povrchového osliznutí masa dochází k masivnímu pomnoţení obecné mikroflóry na po-

vrchu. Mikrobiální proteolytické nebo lipolytické enzymy rozkládají sloţky masa na pes-

trou řadu degradačních produktů, které vytvoří tenkou povrchovou vrstvu slizu 

s šedohnědým barevným odstínem a typickým hnilobným zápachem, za coţ jsou odpověd-

né konečné degradační produkty bílkovin. Jedná se tedy o amoniak, aminy, merkaptany 

a sirovodík. V počátku této fáze lze zabránit rozšíření mikroorganismů omytím vodou 

s obsahem organické kyseliny, v praxi je nejastěji pouţívaná kyselina octová. Kyselé pro-

středí inaktivuje produkty proteolýzy a pokud je tepelně ihned zpracováno, je vhodné 

ke spotřebě [13]. 

 

Povrchová hniloba 

Povrchová hniloba je vlastně pokračováním povrchového osliznutí masa, pokud nebylo 

včas ošetřeno. Povrchová mikroflóra jiţ proniká do hloubky masa a enzymy způsobujÍ roz-

klad bílkovin [13]. 

 

Hluboká hniloba masa 

Jedná se o napadení a zkaţení celých anatomických nebo technologických kusů. Opět je 

kaţení zapříčiněno proteolytickými mikroorganismy, mohou se objevit nejen bakterie, ale 

i plísně s proteolytickými enzymy. V dnešní době tento druh hniloby není příliš častý. Hlu-

boké hniloby masa se vyskytují obvykle jako loţiskové hniloby nebo kaţení masa od kosti 

[13]. 

Zvláštní formy kažení masa 

Zapaření masa je odlišnou formou kaţení, jelikoţ zde dochází ke splynutí autolýzy a mik-

robiální proteolýzy masa. K tomuto problému dochází nedostatečným vychlazením jatečně 

opracovaných těl poraţených  v čase nepříliš vzdáleném od poráţky. U zapařeného masa 

dochází k rychlé degradaci kyseliny mléčné, vzniku kyslého zápachu a vysoké koncentraci 

oxidu uhličitého [13]. 
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3.2 Postmortální změny masa 

Zrání masa prochází i fází postmortálních změn. V tomto období se postupně uvolňuje  

ztuhlost svalu, zlepšuje se vaznost, mírně roste pH a zlepšují se organoleptické vlastnosti. 

To vše úzce souvisí s fragmentací bílkovin, která je způsobená zejména proteolýzou  myo-

fibrilárních bílkovin. Uplatňují se při tom vlastní proteasy svalové tkáně, ale i proteasy 

mikrobiální. Doba zrání závisí na teplotě, ale i na mnoţství proteolytických enzymů.  Pro 

proteolytické štěpení se pouţívá některých rostlinných nebo mikrobiálních proteas, mezi 

nejpouţívanější patří papain a ficin, které se získávají z tropických rostlin. Tyto proteasy 

bývají označovány jako zkřehčovače [14]. Rostlinné proteasy vyuţívali ke zkřehčování 

masa jiţ Aztékové, kteří balili maso do listů některých rostlin [15]. 

3.3 Zrání zvěřiny 

Zvěřina je vhodná ke konzumaci teprve po dostatečném odleţení, které probíhá tak, ţe čás-

ti nebo celá zvířata se nechají zrát 3 – 10 dní, starší maso se dokonce nechávalo zrát 

v mořidle. Zrání probíhá za anaerobních podmínek při teplotě 0 °C, uchovává se tak dlouho 

čerstvé bez hnilobného aromatu za vzniku specifické příchutě a aroma, které jsou označo-

vány jako „haut gout“ a jsou povaţovány za jakostní znak dobře uzrálé zvěřiny. Takto 

uzrálá zvěřina ovšem můţe obsahovat neţádoucí a zdraví nebezpečné produkty mikrobiál-

ního rozkladu částečné hniloby, která je způsobená proteolytickými mikroorganismy [14]. 

3.4 Proteolytická aktivita během kontrolovaného zrání u fermentova-

ných vepřových výrobků 

Trvanlivá fermentovaná masa, jako jsou fermentované šunky a syrové šunky představují  

výrobky z kusového masa, které jsou konzervovány sušením a solením. Hotové výrobky se 

nemusejí uchovávat za chladírenských teplot a konzumují se bez potřeby tepelné úpra-

vy [13]. Během zrání dochází u masných produktů k hydrolýze proteinů, která je způsobe-

na endogenní mikrobiální hydrolytickou aktivitou. Baterie, plísně a kvasinky z polosuchých 

a suchých fermentovaných klobás produkují proteasy štěpící proteiny na peptidy a volné 

aminokyseliny. Nicméně příspěvek proteolytických mikroorganismů v konzervování suše-

ním celých vepřových kusů zůstává nejasný. Proteolýza uvnitř sušené šunky endogenními 

enzymy neprobíhala kvůli nízkým mikrobiálním počtům v hlubokých tkáních [16]. Pozi-
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tivní vliv byl zjištěn při zvýšení aminokyselin ve svalech během zrání, které dopomohlo 

proteolýze a tím i konzervaci sušením za přídavku NaCl. Díky zvýšení volných aminokyse-

lin a přídavku soli dochází ke sníţení vodní aktivity a tím i zvýšení údrţnosti výrobku [13]. 

Na povrchu zrajících vzorků šunky (Obr. 4), patřily plísně a kvasinky mezi převládající 

mikroflóru. Byly tedy studovány vybrané rody Penicillium chrysogenum a Debaromyces 

hanseni, zda-li mají poţadovanou proteolytickou schopnost a dají se vyuţívat jako starto-

vací kultury pro masné nasolené produkty. Hlavně pro studium příspěvků startovacích kul-

tur ke konzervování sušením celých vepřových kusů, kde bylo nezbytné pouţívat sterilní 

vzorek jako kontrolu. Byla provedena následná analýza týkající se bílkovin 

a nebílkovinných dusíkatých sloučenin prokazující účinek proteolytických mikroorganismů 

testovaných masných produktů. Změny byly studované pomocí SDS-PAGE u cytoplasmy 

svalových tkání a myofibrilárních proteinů, kapilární zónové elektroforézy (CZE) nízké 

iontové síly rozpustných dusíkatých směsí a HPLC volných aminokyselin. Většina volných 

aminokyselin byla pozorována právě u vzorků, kde byl zaočkován rod Penicillium chryso-

genum, čímţ byla zapříčiněna výrazná změna chuti zralého produktu nejen aminokyseli-

nami, ale i z nich vznikajících těkavých kyselin. Vznik aminokyselin je velmi důleţitý 

u masných výrobků, jako například sušenou šunku, která zraje několik měsíců. Právě zave-

dením rodu P. chrysogenum, který podporuje hydrolýzu myofibrilárních bílkovin  na pepti-

dy a aminokyseliny a tím se podílí  nejen na vzniku struktury a chuti, ale přispívá i ke zkrá-

cení doby zrání. Navíc zvyšuje rozpustnost dusičnanových solí. Oproti kvasinkové kultuře 

D. hansenii, která neprokazovala takto vysokou proteolytickou aktivitu [16]. 
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Obr. 4. Prosciutto di parma – zrací sklep [17]. 

3.5 Účinek startovacích kultur na proteolytické změny a obsah amino-

kyselin ve fermentovaných klobáskách 

Fermentované masné výrobky patří mezi tradiční výrobky s dlouholetou historií a velkou 

gastronomickou hodnotou (Obr. 5). Tento typ fermentovaných masných výrobků je nejroz-

šířenější a u spotřebitelů nejoblíbenější v Evropě, je znám také ve všech částech světa. 

Konzervace je zajištěna jednak fermentací s pouţitím startovacích kultur a jednak sušením 

a nasolováním. Tato tradiční technologie byla známa ještě dříve neţ byly provedeny studie. 

Všechny změny probíhající během zrání jsou ovlivněny především zrajícími podmínkami, 

kvalitou masa a pouţitými přísadami, které pak vytváří konečné senzorické vlastnosti. Cha-

rakteristickou vůni, chuť a strukturu výrobku zajišťují degradační produkty proteolýzy a 

lipolýzy, tedy aminokyseliny, peptidy a masné kyseliny. Aktivita startovací kultury je zá-

vislá na hygienické kvalitě pouţité suroviny. Obecně známým faktem je vliv volných ami-

nokyselin uvolněných pomocí startovacích kultur na chuť a vůni. Zvláště degradace valinu, 

leucinu a isoleucinu na methylové rozvětvené aldehydy, kyseliny a alkoholy jsou spojeny 

s uzrálou vůní fermentovaných výrobků. 
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Z tohoto důvodu byly studovány změny po přídavku exogenních proteas z hlediska zvýšení 

proteolytické aktivity, urychlení zrání a rozvoje chutě v sušených fermentovaných klobá-

sách. Hlavním cílem této studie bylo zkoumání účinků komerčních startovacích kultur 

u fermentovaných klobásek. Během fermentace klobásek se startovací kulturou byly pozo-

rovány charakteristické proteolytické změny. Vysoká proteolytická aktivita byla pozorová-

na u kultur sloţených z druhů Lactobacillus sakei a Staphylococcus carnosus; Pediococcus 

pentosaceus a Staphylococcus xylosus. Tyto kultury byly naočkované během zpracování 

díla, mírné zvýšení proteolytické aktivity bylo pozorováno i při uskladnění obou  těchto 

klobás. Ve fermentovaných klobásách byl během zrání pozorován intenzivní rozklad sar-

koplazmatických i myofibrilárních bílkovin. Obsah volných aminokyselin na počátku fer-

mentace byl porovnáván s obsahem volných aminokyselin na konci zracího procesu a byly 

pozorovány velké rozdíly, které mohou být přisuzovány právě účinkům startovací kultury 

s intenzivní proteolytickou aktvitou [18]. 

 

 

Obr.5. Fermentovaný tepelně neupravený Lovecký salám [19]. 

3.6 BUDU – fermentované výrobky z mořských ryb 

Budu patří k nejznámějším produktům z mořských ryb v Jiţním Thajsku. Jedná se o tra-

diční směs ryb a kuchyňské soli v poměru 3:1. Přirozená fermentace probíhá od 140 

do 200 dnů. Rybí produkt je hydrolyzován spojením rybích a mikrobiálních proteas. Fer-

mentace závisí na výběru mikroorganismů z prostředí pro své specifické fyzikální a che-

mické parametry. Předpokládá se, ţe všechny sloţky odpovědné za chuť a aroma fermen-

tovaných ryb jsou produkované proteolytickými mikroorganismy ve všech stupních fer-



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 26 

 

mentace. V nálevu bylo nalezeno 11 druhů bakterií, 1 kvasinka a 3 vlaknité plísně. Kombi-

nace proteolytického enzymu papainu s čistou kulturou Brevibacterium linens typu C 

a Micrococcus sp. zajišťuje nejen zrychlenou fermentaci, ale také řízené sloţení aminoky-

selin ve finálním produktu. Z těchto fermentovaných rybích produktů bylo izolováno 

8 různých druhů Bacillus a jejich proteolytická aktivita byla prokázána po 18 hodninách 

kultivace při 35 °C. Z těchto byly 4 izolované druhy přiměny k proteasové aktivitě při op-

timálním pH 7 – 8 a optimální teplotě 55 °C. Po záhřevu na 55 °C po dobu 20 minut udrţe-

lo původní aktivitu pouze 40 % proteas. Teplota 65 °C jiţ inaktivovala všechny přítomné 

enzymy [20]. 
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4 VYUŽITÍ PROTEOLYTICKÝCH MIKROORGANISMŮ VE 

VÝROBCÍCH ROSTLINNÉHO PŮVODU 

 

4.1 Proteolytická aktivita druhu Oenococcus oeni za vzniku aminokyse-

lin ve víně 

Byl zkoumán proteolytický účinek bakterie Oenococcus oeni na proteiny a peptidy obsaţe-

né ve víně. Tento mikroorganismus, dříve známý jako Leuconostoc oeni, byl izolován 

z argentinského vína. Pro daný výzkum bylo zvoleno červené víno Cabernet sauvignon. 

U bílého vína byla totiţ prokázána vyšší koncentrace bílkovin, avšak specifická aktivita 

proteas druhu Oenococcus oeni vyţaduje niţší koncentraci bílkovin. Mnoţství bílkovin 

ve víně je závislé na druhu hroznu, ze kterého je víno vyráběno. Ve víně je obsaţená 

i mléčná mikroflóra, která můţe dosáhnout rovnocených výsledků jako kvasinky. Právě 

bakteriemi produkované esterasy, lipasy a proteasy mohou hrát důleţitou smyslovou roli 

ve víně podstupujícím malolaktické kvašení. Oenococcus oeni je obecně mikroorganismus 

spojený s malolaktickým kvašením během vinného zpracování. Malolaktické kvašení pro-

bíhá ve víně po alkoholickém kvašení, kdy je vyčerpaný substrát z asimilovatelných dusí-

katých směsí. Vznikající aminokyseliny, mezi které patří arginin, leucin a alanin, zastávají 

důleţitou funkci pro růst O. oeni. Dále byly HPLC analýzou zjištěny ve velkém mnoţství 

kyselina glutamová a prolin. Byly prokázány i další aminokyseliny, které ovlivňují chuť. 

Z toho vyplývá, ţe rod O. oeni vykazoval ve víně svou proteolytickou aktivitu za vzniku 

jednotlivých aminokyselin, které se ve víně před působením proteas nevyskytovaly [21]. 

 

4.2 Význam proteolytických mikroorganismů při výrobě bezlepkových 

potravin 

Celiakie patří mezi celoţivotní onemocnění, které je charakterizováno trvalou intolerancí 

lepku za vzniku zánětlivých změn na sliznici tenkého střeva, kdy dochází k abnormálním 

imunitním reakcím na lepek nebo jeho štěpy. Na sliznici pak dochází k cytotoxicitě 

z důvodu tvorby protilátek, které vyvolají zánětlivý proces. Zlepšení nastává při bezlepko-

vé dietě. Vzhledem k tomu, ţe tímto onemocněním trpí v České republice asi 40 000 
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aţ 50 000 lidí, musí se hledat nové způsoby výroby obilných bezlepkových výrobků, nejví-

ce tedy pečiva [22]. 

Pouţití laktobacilů při výrobě obilných výrobků má význam nejen pro zlepšení chuti, struk-

tury výrobku, zajištění stability pečených výrobků, ale především pro dietetické účinky 

daných bakterií. Velice prospěšnou vlastností laktobacilů je degradace lepku, čímţ se výro-

bek stane vhodným i pro osoby s celiakií. Při kvašení dochází k hydrolýze obilných mak-

romolekul, jako jsou proteiny a polysacharidy [23]. 

Laktobacily byly studovány pro svou schopnost degradovat lepek. V průběhu degradace 

pšeničných a ţitných proteinů (kvašení), dochází ke změně prostředí na kyselé, coţ ovliv-

ňuje chuť a strukturu finálního výrobku . Touto kyselou chutí je typický chléb. Okyselením 

a sníţením disulfidových můstků v lepku působením heterofermentativních lactobacilů se 

zvětší aktivita obilných proteas. Proteolýza pomocí laktobacilů byla navrţena jako vhodný 

způsob technologie při výrobě bezlepkových produktů pro osoby nemocné celiakií [23]. 

Další velice důleţitý význam laktobacilů je zlepšování senzorické jakosti u celozrnných 

produktů a produktů bohatých na vlákninu. Laktobacily mohou také aktivně zpomalit stra-

vitelnost škrobu, která vede k nízkému glykemickému indexu, čímţ dochází k pomalejšímu 

vyuţití glukosy obsaţené v potravě při trávení [23]. 

 

4.2.1 Zlepšení senzorické jakosti u celozrnného chleba s vysokým podílem vlákniny 

Konzumace celozrnných výrobků nejen chrání před kardiovaskulárním onemocněním, ale 

také slouţí jako prevence před onemocněním diabetes mellitus II. typu. Ve starověku byly 

běţně pouţívány fermentační mikroorganismy při zpracování mouky. Vnější vrstvy obilky 

jsou bohaté na vlákninu, minerály, vitaminy, enzymy a fytochemikálie. Zlomky otrub jsou 

proto vyuţívány fermentujícími bakteriemi za vzniku ţádoucích produktů [23]. 
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5 METODY STANOVENÍ PROTEOLYTICKÝCH 

MIKROORGANISMŮ 

Pro průkaz proteolytických mikroorganismů je často vyuţíváno jejich extracelulární aktivi-

ty, která vytvoří specifické změny na médiu [24]. 

5.1 Hydrolýza kaseinu 

Kasein je protein sloţený z aminokyselin propojených peptidickými vazbami, které jsou 

extracelulárními enzymy (proteasami) štepeny na niţší jednotky, čili peptidy, dipeptidy 

a aminokyseliny. Vzniklé hydrolyzované formy jsou poté lehce transportovatelné do buněk 

[24]. 

Pro stanovení proteolytických bakterií na agarové půdě s přídavkem mléka je potřeba kul-

tura stará maximálně 24 hodin [24]. Tato agarová ţivná půda je sloţena z glukosy, tryptonu 

a kvasničného etraktu s přídavkem sušeného odstředěného mléka. Jedná se o neselektivní 

agarové médium, jehoţ energetickým zdrojem je glukosa. Agarové médium obsahuje en-

zymatický kaseinový hydrolyzát a kvasničný autolyzát obsahující dusík, uhlík, minerální 

látky a vitaminy, které jsou potřebné pro růst mikroorganismů. Médium neobsahuje ţádné 

indikátory, ani inhibitory [25].   

5.1.1 Postup při stanovování proteolytické aktivity  

a) Zkoumaná kultura se naočkuje na Petriho misky s půdou obsahující mléko.  

b) Stejným způsobem se naočkuje kontrolní mikroorganismus, např. Bacillus subti-

lis. 

c) Obě misky se kultivují při 37 °C po dobu 48 hodin [24]. 

5.1.2 Závěr 

Při hydrolýze kaseinu mléka je pozorována zóna projasnění v okolí kolonií, která dokazuje 

aktivitu proteolitických mikroorganismů (Obr. 6) [24]. 
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Obr. 6. Precipitace u agaru s přídavkem mléka [26]. 

5.2 Hydrolýza želatiny 

Hydrolýzou kolagenu vzniká ţelatina, která je tzv. amorfním proteinem. Ţelatina i kolagen 

mají stejné chemické sloţení, rozdíl spočívá ve fyzikální struktuře molekuly, jelikoţ roz-

puštěním ţelatiny ve vodě vzniká gel. Při průkazu proteolytické aktivity extracelulárních 

enzymů se vyuţívá ztekucování ţelatiny. Při hydrolýze dochází ke vzniku aminokyselin 

a tudíţ je ţelatina tekutá i při nízkých teplotách. 

Pro stanovení proteolytických bakterií na půdě s masopeptonovým bujónem obsahujícím 

ţelatinu v koncentraci 0,4 % je potřeba kultura stará maximálně 24 hodin [24]. 

5.2.1 Postup při stanovování proteolytické aktivity  

a) Kultura se zaočkuje jednak na Petriho misku s půdou obsahující masopeptonový 

bujón a ţelatinu a dále do zkumavky s toutéţ půdou vpichem. 

b) Stejným způsobem se zaočkuje kontrolní mikroorganismus Bacillus subtilis. 

c) Obě misky i zkumavky se kultivují při 37 °C po dobu 48 hodin [24] . 

5.2.2 Závěr 

Po inkubaci je nutno na misku nalít roztok kyseliny octové nebo roztok chloridu rtuťnaté-

ho. V případě rozloţení ţelatiny se objeví kolem kolonií vyjasněné zóny. V místech, kde je 

ţelatina beze změny bude půda zakalena, jelikoţ roztok činidla způsobí precipitaci ţelatiny 
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v médiu. Důleţité je po inkubaci zchladit zkumavky minimálně na 4 hodiny v lázni nebo 

chladničce, jelikoţ ţelatina je při teplotě vyšší neţ 25°C tekutá i bez hydrolýzy a ztekuco-

vání by nebylo moţno pozorovat [24]. 
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ZÁVĚR 

Proteolytické mikroorganismy mají důleţitou funkci při výrobě potravin. Díky přídavku 

čistých kultur při výrobě potravin se dosahuje vysokých senzorických a nutričních paramet-

rů. V mlékárenství jsou proteolytické mikroorganismy vyuţívány pro výrobu fermentova-

ných mléčných výrobků vyznačujících se významnými dieteticko-léčebnými účinky. Tyto 

dieteticko-léčebné účinky spočívají v natrávení bílkovin, při kterém je kasein vyvločkován 

a poté lépe stravitelný. Dalším velice významným vyuţitím proteolytických mikroorganis-

mů v mlékárenském průmyslu je výroba různých typů sýrů. Tyto sýry získávají zráním 

s proteolytickou kulturou své typické senzorické vlastnosti. Důleţité je ovšem zmínit, 

ţe právě při zrání dochází ke vzniku jednodušších sloţek, které jsou lépe stravitelné 

v organismu člověka, kdy pak dochází nejen ke změně nutričních faktorů, ale i k navýšení 

biologických hodnot. Na druhou stranu se v syrovém mléce přirozeně vyskytují psychrofil-

ní bakterie rodu Pseudomonas, které mohou přeţívat vysoké teploty pasterizace a zhoršo-

vat kvalitu produktu během skladování, čímţ mohou i negativně ovlivnit dobu trvanlivosti. 

V mléce se mohou vyskytovat i termorezistentní sporotvorné mikroorganismy způsobující 

proteolýzu. Mezi tyto odolné bakterie přeţívající vysoký záhřev díky tvorbě endospor patří 

Bacillus a Clostridium. Tyto rody jsou v potravinářství kontrolovány z důvodu moţného 

ohroţení lidského zdraví. 

Proteolýza masa patří mezi postmortální změny probíhající v mase po poráţce zvířete. Ten-

to proteolytický proces probíhá po odbourání kyseliny mléčné, jelikoţ dochází ke zvýšení 

pH do oblasti mírně alkalické, čímţ se umoţní pomnoţení mikroorganismů. Masivní ná-

růst mikroorganismů lze zaznamenat senzorickými změnami, jelikoţ můţe docházet 

ke změně barvy masa, osliznutí povrchu a typickým hnilobným zápachem. Částečnou pro-

teolýzou za anaerobních podmínek je typické zrání masa zvěřiny, kde vznikají jednak spe-

cifické chuťové a aromatické látky, ale můţe zde docházet i ke vzniku zdraví nebezpeč-

ných produktů.  

V masném průmyslu při výrobě fermentovaných výrobků byly vybrány rody Penicillium 

chrysogenum a Debaromyces hanseni, pro svou poţadovanou proteolytickou aktivitu. Mezi 

hlavní kritéria při výběru vhodných startovacích kultur patří i příspěvek ke konzervování 

sušením celých vepřových kusů, za vzniku aromatických aminokyselin a nebílkovinných 

dusíkatých sloučenin Jako další specialita, známá především v Japonsku, je fermentovaná 
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pochoutka z ryb zvaná BUDU, kde je opět vyuţíváno proteolytických schopností bakterií 

uvolnit aminokyseliny z bílkovin a zajistit tak specifickou chuť. 

Schopnosti proteolytických mikroorganismů je vyuţíváno i při výrobě červeného vína. Rod 

Oenococcus oeni je schopen ve víně vykazovat svou proteolytickou aktivitu za vzniku jed-

notlivých aminokyselin, které se ve víně před působením proteas nevyskytovaly a tvoří pak 

ţádoucí chuťové sloţky. Ţádoucí vlastnosti jsou dále vyuţívány při výrobě bezlepkového 

pečiva, kdy působením proteas dochází k degradaci lepku za vzniku jednodušších amino-

kyselin, které jiţ netvoří alergie či intolerance. 

Ke zjištění proteolytických mikroorganismů ve vzorku se pouţívají plotnové metody zalo-

ţené na hydrolýze bílkovin za vzniku zón projasnění. Jedná se o metody jednoduché, které 

lze aplikovat i v podmínkách laboratoře mikrobiologie na FT UTB ve Zlíně. 
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SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK 

SDS–PAGE 

 

 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v přítomnosti dodecylsíranu 

sodného, je technika k separaci proteinů na základě jejich elektroforetic-

ké pohyblivosti 

 

CZE 

 

 Kapilární zónová elektroforéza 

 

HPLC 

 

 Vysoce účinná kapalinová chromatografie 
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