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kvasinek. V analyzovaných vzorcích se společně vy­
skytovaly nejčastěji tři druhy bakterií spolu s jedním až 
dvěma druhy kvasinek. Nejčastěji zastoupeným bakteriál­
ním druhem byl Lactiplantibacillus plantarum, v případě 
kvasinek to pak byla kvasinka Saccharomyces cerevisiae. 
Statistická analýza získaných výsledků pak ukázala, že 
důležitým faktorem ovlivňujícím druhovou rozmanitost 
našeho souboru kvasů je pouze druh používané mouky.

Klíčová slova: kvas, bakterie mléčného kvašení, kva­
sinky

Abstract

The sourdough comprise heterogenic and nutritive 
environment for many microorganisms such as bacteria 
and yeasts. The microbial composition of the sourdough 
is affected by many factors. In our study we evaluated 
13 sourdoughs, which varied in pH, the type of flour, and 
their origin. Totally, 500 isolates of 17 lactic or acetic 
acid bacteria species and 11 yeast species were isolat­
ed, cultured and identified by phenotypic and molecular 
methods. Lactiplantibacillus plantarum and Saccharo­
myces cerevisiae were identified as the most abundant 
bacteria and yeast species, respectively. Statistical ana­
lysis revealed the type of flour is the main factor deter­
mining the microbial variability in obtained sourdough 
samples. 

Keywords: sourdough, lactic acid bacteria, yeasts

1. Úvod

Pekařské výrobky, především pak chléb, patří mezi 
základní lidské potraviny. Použití kvasné technologie pro 
výrobu chleba se traduje od doby před více než šesti ti­
síci lety. Dodnes patří kváskový chléb k vyhledávaným 
pekařským produktům, u nás i v zahraničí, především pro 
své nutriční a organoleptické vlastnosti a v neposlední 
řadě pro svoji chuť (De Vuyst a Neysens, 2005; Poutanen, 
Flander a Katina, 2009; Galle a Arendt, 2014; Gänzle, 
2014; Landis et al., 2021). Kvas či kvásek představuje 
heterogenní a živné prostředí pro řadu mikroorganismů, 
jako jsou bakterie a kvasinky. 

Druhové složení bakterií a kvasinek v kvasu je 
ovlivněno mnoha faktory, jako jsou například druh 
používané mouky, pH, teplota a technologický postup 
zpracování kvasu (Meroth, Hammes a Hertel, 2003; 
Vogelmann et  al., 2009; Vrancken et al., 2010, 2011; 
Minervini et al., 2012; Lin a Gänzle, 2014). Dále ale také 
faktory, které jsou kontrolovatelné pouze do určité míry. 
Mezi ně patří například kontaminace mikroorganismy 
z  prostředí, ve kterém je kvas zpracováván (De Vuyst 
et al., 2009; Di Cagno et al., 2014). 

Nejčastějšími mikroorganismy, které se v kvasech 
vyskytují, jsou bakterie mléčného kvašení (BMK), 
nejčastěji druhy Fructilactobacillus sanfranciscensis 
a Lactiplantibacillus plantarum. Velmi častými jsou také 
bakterie z rodů Leuconostoc, Weissella a Pediococcus,  
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Abstrakt

Kvasy představují heterogenní a živné prostředí 
pro řadu mikroorganismů. Druhové složení bakterií 
a  kvasinek kolonizujících kvasy je ovlivněno mnoha 
faktory. U souboru 13 kvasů jsme sledovali základní 
vlastnosti, jako je pH, typ používané mouky či prostředí, 
ve kterém je kvas zpracováván. Z kvasů jsme získali 
přibližně 500 izolátů, které byly zařazeny do 17 druhů 
bakterií mléčného či octového kvašení a 11 druhů 
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genu, u kvasinek pak Internal Trascribed Spacer (ITS) 
(Weisburg et al., 1991; Schoch et al., 2012). 

Cílem této studie bylo vyhodnotit a vzájemně porovnat 
druhovou diverzitu mikrobiálního složení u souboru 
tuzemských kvasů. Odlišné složení vzhledem k typu 
mouky, různému pH a původu kvasu byly hlavními para­
metry, u kterých jsme předpokládali, že budou druhové 
spektrum bakterií a kvasinek v kvasech ovlivňovat. 
V neposlední řadě nás zajímalo, zda je celková druhová 
rozmanitost v kvasu ovlivněna stejnými parametry.

2. Materiál a metody

2.1. Soubor použitých kvasů
Kvasy (souhrn v tabulce 4) byly získány na základě 

poptávky naší laboratoře z malých pekáren (AM, 
BAK, DNV, DR, MK, PENO), či od jednotlivců (DUA, 
DVZ, DZU, MAT, PEM, REL, SAL). Část kvasu byla 
zamražena (cca 20 g) v –70 °C pro případné budoucí 
použití. Navážka 2 g kvasu byla odebrána pro mikrobio­
logickou kontrolu a izolaci mikroorganismů a část kvasu 
(cca 5 g) byla použita pro stanovení hodnot pH. Pokud 
kvas nebyl aktivní, došlo k jeho oživení dle postupu uve­
deného dodavatelem a odběry byly učiněny poté, co byl 
kvas v dobré kondici. 

méně častými jsou pak bakterie z rodu Lactococcus, 
Enterococcus a Streptococcus (De Vuyst a Neysens, 
2005; De Vuyst a Vancanneyt, 2007; Savić et al., 2007; 
Gänzle a Ripari, 2016; Landis et al., 2021). Nejčastějšími 
kvasinkami, které jsou v kvasech identifikovány, jsou 
kvasinky z rodu Saccharomyces, nejčastěji Saccharo­
myces cerevisiae. Jako další jsou z kvasů izolovány kva­
sinky z rodu Candida, Kazachstania a Pichia, méně často 
pak Hanseniaspora, Wickerhamomyces či Naumovozyma 
(Corsetti et al., 2001; Gullo et al., 2003; Lhomme et al., 
2016; Gaglio, Alfonzo a Francesca, 2017; Landis et al., 
2021).

Bakterie a kvasinky jsou v současné době určovány 
převážně na základě morfologických vlastností jejich 
kolonií na pevné matrici (půdě), či buněk v mikrosko­
pickém obraze. Dále se rody a druhy určují dle fenoty­
pových vlastností, chemotaxonomie a v neposlední řadě 
také za použití molekulárně-biologických metod. Mezi 
nejčastěji používané molekulární metody patří identifi­
kace organismu na základě nukleotidové sekvence DNA, 
či RNA za použití polymerázové řetězové reakce (PCR). 
Pomocí univerzálních, nebo specifických sad primerů 
je amplifikován příslušný úsek genu (či genů), který 
je následně sekvencován. K přesnému určení druhu je 
u bakterií nejčastěji používána sekvence části 16S rDNA 

Tab. 1  Půdy použité pro izolaci bakterií a kvasinek z kvasů

Skupina MO Půda Složení/zdroj Suplement Kultivace
bakterie FHN Proteose pepton (Oxoid) 10 g, Lab lemco (Oxoid) 10 g, Kvasn. 

autolyzát 1 g, manitol 20 g, MgSO4 x 7H2O 0,1g, MnSO4 x 4H2O 
0,1 g, Tween 80 1 ml, 1M acetátový pufr (pH 5,4) 200 ml (1M 
CH3COOH 29 ml + 1M CH3COONa 171 ml), agar 15 g, destil. 
voda 990 ml

vancomycine (50 mg/L) 
kyselina nalidixová  
(40 mg/L)

30 °C, anaerobní, 5 dní

GM17 M17 agar (Oxoid) glukóza (1 % wt/vol) 
sacharóza (5 % wt/vol) 
pimaricin (18 U/ml)

25 °C, aerobní, 5 dní

HiCrome Nickels 
and Leesment 

Himedia 25 °C, aerobní, 5 dní

Lactic Bacteria 
Differential Broth

Himedia 30 °C, anaerobní, 5 dní

MRS - MFR MRS agar (Merck) maltóza, fruktóza, ribóza 
(vše 1 % wt/vol)

30 °C, anaerobní, 5 dní

MRS - FGMG Proteose tryptone (Oxoid) 10 g, Lab lemco (Oxoid) 10 g,  
Kv. extrakt 4 g, K2HPO4 2g, MgSO4 x 7H2O 0,1g, MnSO4 x 4H2O 
0,1 g, Tween 80 1 ml, NH4 citrát 2g, destil. voda 900 ml, pH 5,6, 
agar 12 g

fruktóza, glukóza, maltóza, 
(každý 0,7 % wt/vol) 
a glukonát sodný  
(0,2 % wt/vol)

30 °C, anaerobní, 5 dní

M103 APT broth (Himedia) 46,2 g, Maltosa 7 g, Fruktosa 7 g,  
Glukonát sodný 2 g, agar 12 g, destil.voda 1000 ml, pH 6,3 

pimaricin (18 U/ml)  
cystein HCL (0,05 % wt/vol)

30 °C, anaerobní, 5 dní

M225 Malt extrakt (Merck) 25 g, Kvasn.extrakt 3 g, Čerstvý kvasn. 
extrakt 15 ml, Tween 80 0,3 ml, Trypton 6 g, agar 12 g, destil.
voda 1000 ml, pH 5,6 

30 °C, anaerobní, 5 dní

SACH Tryptone 10 g, Lab lemco(Oxoid) 8 g, Kv. extrakt 4 g,  
K2HPO4 2 g, Tween 80 1 ml, NH4 citrát 2 g, Octan sodný 5 g, 
MgSO4 x 7H2O 0,2 g, MnSO4 x 4H2O 0,04 g, agar 12 g, pH 6,8, 
destil. voda 900 ml

sacharóza (5 % wt/vol) 30 °C, anaerobní, 5 dní

WYD Wheat peptone (Sigma Aldrich 93492) 10 g, Kvasničný extrakt 
5 g, glukóza 20 g, agar 12 g, destil. voda 1000 ml

30 °C, anaerobní, 5 dní

kvasinky MEA Himedia 25 °C, aerobní, 5 dní
SDA Trypton 5 g, masový pepton 5 g, glukóza 40 g, agar 15 g, pH 5,6 chloramfenikol (20 μg/ml) 25 °C, aerobní, 5 dní 
WYD Wheat peptone (Sigma Aldrich 93492) 10 g, Kvasničný extrakt 

5 g, glukóza 20 g, agar 12 g, destil. voda 1000 ml
chloramfenikol (20 μg/ml) 25 °C, aerobní, 5 dní

WYM Wheat peptone (Sigma Aldrich 93492) 10 g, Kvasničný extrakt 
5 g, maltóza 10 g, agar 12 g, destil. voda 1000 ml 

chloramfenikol (20 μg/ml) 25 °C, aerobní, 5 dní
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USA) a získané sekvence byly porovnány s databázemi 
pomocí služby BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi). 

2.4. Statistické zhodnocení
Získaná data byla zpracována a analyzována v progra­

mu Statistica Software verze 12.0. Při testování síly vlivu 
faktorů, jako jsou druh mouky a pH, byla použita analýza 
hlavních komponent. K testování variability mezi daty 
v případě různých druhů mikroorganismů z kvasů byla 
použita ANCOVA (analýza kovariance), kde pH hodnota 
kvasů byla brána jako kovariát. Data byla zpracována při 
hladině významnosti α ≤ 0,05.

3. Výsledky a diskuze

Z třinácti kvasů bylo izolováno cca 500 izolátů, ze 
kterých bylo následně identifikováno 17 různých druhů 
bakterií (tabulka 2) a 11 různých druhů kvasinek (tabulka 
3). Nejčastěji izolovaným bakteriálním druhem byl Lac­
tiplantibacillus plantarum, který se vyskytoval v  devíti 
kvasech (69 %). Jako další v pořadí byl izolován Fructi­
lactobacillus sanfranciscensis v šesti kvasech (46 %). Tyto 
výsledky korespondují s již publikovanými výsledky, kdy 
jsou tyto dva druhy v kvasech identifikovány nejčastěji 
(De Vuyst a Neysens, 2005; De Vuyst a Vancanneyt, 2007; 
Savić et al., 2007; Gänzle a Ripari, 2016; Landis et al., 
2021). Dále byly izolovány bakterie Levilactobacillus 
brevis v 5 kvasech (38 %), Companilactobacillus parali­
mentarius a Levilactobacillus zymae oba ve třech kvasech 
(23 %). Ve dvou kvasech (15 %) jsme také identifikovali 
Companilactobacillus mindensis, Furfurilactobacillus 
rossiae, Lacticaseibacillus paracasei a bakterii patřící do 

2.2. Izolace bakterií a kvasinek
Dva gramy kvasu určeného pro izolaci mikroorganismů 

v něm obsažených byly zpracovány dle následujícího 
protokolu: do sterilní váženky byl navážen vzorek 
a  dále ve sterilní třecí misce homogenizován v 18ml 
roztoku citronanu sodného (2 % wt/vol). Po homogeni­
zaci a přípravě ředící řady vzorku byla provedena izolace 
a stanovení počtu mikroorganismů (KTJ/g) na vybraných 
živných půdách vhodných pro bakterie, či kvasinky (ta­
bulka 1). Tři až deset kolonií z každého druhu živné půdy 
bylo vybráno na základě morfologických vlastností či 
dle preferencí laboratorního personálu. Jednotlivé kolo­
nie byly pomocí sterilní kličky přeneseny do příslušného 
kultivačního media a inkubovány přes noc.

2.3. Identifikace mikroorganismů
Z narostlé suspenze byla část odebrána a zamrazena 

v glycerolu (2 x 200 μl) a zbytek kultury byl centrifu­
gován 4000 rpm, 2 min a vzniklá peleta použita pro 
izolaci DNA. Taxonomická příslušnost jednotlivých 
izolátů byla určena na základě sekvence molekulárních 
markerů: 16 S SSU rDNA pro bakterie: primery fD1 (5´– 
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG – 3´) a rP2 (5´– ACG­
GCTACCTTGTTACGACTT – 3´) (Weisburg et  al.,  
1991), oblast zahrnující oba ITS regiony a 5.8S rDNA 
pro kvasinky: primery ITS1f (5´– CTT GGT CAT TTA 
GAG GAA GTA A – 3´) a ITS4 (5´– TCC TCC GCT 
TAT TGA TAT GC – 3´) (Gardes a Bruns, 1993; White 
et al., 1990). Bakteriální DNA byla izolována pomocí 
DNeasy® UltraClean® Microbial Kit (Qiagen) podle 
pokynů uvedených v uživatelském návodu. Kvasinková 
DNA byla izolována následovně: do připravených mi­
krozkumavek obsahujících malé množství křemičitého 
písku bylo následně odebráno přibližně po 5 μl pelety 
pomocí mikropitety. Do každé mikrozkumavky bylo 
přidáno 20 μl 0,5 M NaOH a ty byly následně přeneseny 
na Mo Bio Vortex adapter. Po upevnění adaptéru k Vor­
texu byly vzorky v mikrozkumavkách homogenizovány 
(maximální výkon, 5 min.). Po ukončení homogenizace 
byly vzorky centrifugovány (12000 rpm, 2 min.), super­
natanty odebrány do čistých mikrozkumavek a následně 
10x ředěny pomocí 10 mM Tris-Cl (pH 8,5). Polymerá­
zová řetězová reakce (PCR) byla prováděna za použití 
PPP Master mixu 2x konc. (Top-Bio), vody a příslušných 
primerů za následujících podmínek: 95 °C, 300 s; 35x 
(95 °C, 30 s; 55 °C, 30 s; 72 °C, 90 s); 72 °C, 300 s. 
Poté byla provedena kontrola amplifikace pomocí gelové 
elektroforézy v 1 % agarózovém gelu, jako marker byl 
použit GeneRulerTM DNA Ladder Mix. Elektroforéza 
probíhala při 80 V. Vzorky DNA určené pro sekvenaci 
byly ošetřeny pomocí ExoSAP-ITTM (AppliedBiosys­
tems, Thermo Fisher Scientific) v poměru 1:10. K 15 μl 
této směsi byly pak přidány 2 μl sekvenačního prime­
ru (příslušný forward primer) a odeslány k sekvenační 
analýze do Eurofins Genomic Germany GmbH (Ebers­
berg, Německo). Kvalita získaných sekvencí byla 
ověřena pomocí softwaru Geneious Prime (Biomatters, 

Tab. 2  Bakterie izolované z kvasů

druh kvas

Acetobacter malorum MAT, PEM

Bombilactobacillus bombi PENO

Companilactobacillus crustorum DVZ

Companilactobacillus mindensis BAK, DR

Companilactobacillus nantensis DUA

Companilactobacillus paralimentarius AM, REL, SAL

Fructilactobacillus sanfranciscensis BAK, DNV, MAT, MK, PEM, SAL

Furfurilactobacillus rossiae DZU, PEM

Lacticaseibacillus paracasei AM, DR

Lactiplantibacillus xiangfangensis SAL

Lactiplantibacilus plantarum AM, DNV, DR, DVZ, DUA, DZU, 
MK, PEM, REL

Levilactobacillus brevis AM, DVZ, DUA, DZU, REL

Levilactobacillus zymae BAK, MK, SAL

Limosilactobacillus pontis PENO

Staphylococcus epidermis MAT, SAL

Staphylococcus warneri DVZ, MAT

Staphylococcus saprophyticus DVZ
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skupiny bakterií octového kvašení Acetobacter malorum. 
Companilactobacillus crustorum, Companilactobacillus  
nantensis a Limosilactobacillus pontis jsme izolovali 
vždy z jediného kvasu. Díky velkému počtu elektivních 
půd se nám dále podařilo izolovat v kvasu dosud neidenti­
fikované Bombilactobacillus bombi a Lactiplantibacillus 
xiangfangensis. Ze tří kvasů jsme také izolovali bakterie 
z rodu Staphylococcus. 

Ze souboru kvasů se nám podařilo izolovat 11 druhů 
kvasinek (tabulka 3). Dominujícím druhem byla Sac­
charomyces cerevisiae, která byla přítomna v devíti 
kvasech (69  %), což je ve shodě 
s  již publikovanými výsledky 
(Boyaci-Gunduz a Erten, 2020). 
Dále jsme ve třech kvasech (23 %) 
identifikovali Kazachstania humi­
lis, Kazachstania pseudohumilis, 
Kazachstania unispora a Pichia 
fermentans. Kvasinky Naumovo­
zyma castelii, Pichia membrani­
faciens a  Saccharomyces uvarum 
byly identifikovány vždy v jednom 
kvasu. Také se nám podařilo izolo­
vat kvasinku z  řádu Saccharomy­
cetales. Určení přesného druhu této 
kvasinky by přesahovalo možnosti 
této studie, nejvyšší BLAST hit se 
shodoval se sekvencí ITS získané 
z kvasinky označené Saccharo­
myces cf. bayanus/pastorianus 
culture CBS:375, rozhodli jsme se 
pro jednodušší označení Saccha­
romyces bayanus/pastorianus.

Druhově nejrozmanitější byl 
kvas AM (tabulka 4). Nejvyšší 
počet různých druhů bakterií byl 
izolován z kvasu SAL a DVZ, ale 
k druhové rozmanitosti v těchto 
kvasech přispěly i dva zástupci 
kontaminující mikroflóry – Stap­
hylococcus epidermidis v případě 

kvasu SAL a  S.  warneri a S. saprophyticus v případě 
kvasu DVZ. Nejvíce různých druhů bakterií patřících do 
kvasné mikroflóry obsahovaly kvasy AM a PEM. Nejvíce 

Tab. 3  Kvasinky izolované z kvasů

druh kvas

Kazachstania humilis BAK, MAT, MK

Kazachstania pseudohumilis MAT, PEM, SAL

Kazachstania unispora AM, DNV, DUA

Naumovozyma castelii AM

Pichia fermentans DNV, DUA, REL

Pichia membranifaciens AM

Saccharomyces bayanus/pastorianus MAT

Saccharomyces cerevisiae DR, DVZ, DZU, MAT, MK, PEM, 
PENO, REL, SAL

Saccharomyces uvarum PEM

Yamadazyma triangularis PENO

Tab. 4  Informace o kvasech a souhrn výsledků

Původ (pekárna, místo) Akronym Mouka pH Počet druhů  
celkový počet (KTJ/g)

kvasinek bakterií

Ambrosia (Tábor) AM ječná 3,80 3
1,0x107

4
1,0x109

Soukromá osoba (Jistebnice) DZU žitná,  
pšeničná 4,36 1

2,0x107
3

5,3x108

Pekárna Držkov (Držkov) DR žitná,  
pšeničná 4,00 1

1,0x106
3

1,0x108

Soukromá osoba (Český Krumlov) DUA žitná,  
pšeničná 3,80 2

3,5x107
3

2,9x109

Soukromá osoba (Hlincová Hora) DVZ žitná 3,71 1
1,3x108

5
2,5x109

Dýně na Víně (Tábor) DNV špaldová 3,70 2
1,0x106

2
1,0x108

Soukromá osoba (Praha) MAT žitná,  
pšeničná 3,83 3

1,8x107
3

1,0x109

Pekárna Ivanka (Moravský Krumlov) MK žitná 4,80 2
1,0x106

3
1,0x108

Pekařství Bayer, s.r.o. (Plzeň) BAK žitná 3,66 1
1,8x107

3
9,9x108

Pekárna Novosedly (Novosedly n. Nežárkou) PENO žitná 3,76 2
1,0x105

2
6,2x108

Soukromá osoba (Valašské Klobouky) PEM žitná 3,82 3
1,0x106

4
1,0x109

Soukromá osoba (Planá n. Lužnicí) REL žitná,  
pšeničná 3,99 2

1,1x108
3

5,1x109

Soukromá osoba (Boršov n. Vltavou) SAL žitná,  
pšeničná 3,73 2

4,7x107
5

8,5x109

Obr. 1  �Závislost druhového zastoupení mikroorganismů 
v kvasech na hlavních faktorech: pH, typ mouky, 
a původ (PCA – analýza hlavních komponent, 
p≤0,05). B1a – druhová rozmanitost bakterií;  
Y1a – druhová rozmanitost kvasinek
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různých druhů kvasinek bylo identifikováno v kvasech 
AM a PEM. 

Dále jsme sledovali, zda je druhová rozmanitost 
ovlivněna třemi základními faktory – druhem používané 
mouky, pH a původem kvasu. Statistická analýza odhalila 
jako průkazný pouze faktor druh mouky (F(1,19) = 2,2959 
pro bakterie a F(1-19) = 4,57 pro kvasinky), pH (F(1,19) = 1,24 
pro bakterie a F(1-19) = 1,24 pro kvasinky) ani původ kvasu 
(F(1,19) = 1,50 pro bakterie a F(1-19) = 1,48 pro kvasinky) 
neměly statisticky průkazný vliv na druhovou rozmani­
tost kvasů (obrázek 1). 

Naše výsledky podporují dříve publikované studie 
uvádějící použitý druh mouky jako důležitý faktor dru­
hového zastoupení mikroorganismů v kvasech (Meroth, 
Hammes a Hertel, 2003; Vogelmann et al., 2009; 
Vrancken et al., 2010, 2011; Minervini et al., 2012; Lin 
a Gänzle, 2014). 

Je možné, že i přes použití vysokého počtu elek­
tivních půd se nám z kvasů nepodařilo izolovat všechny 
druhy bakterií a kvasinek a naše výsledky tedy nemusí 
být zcela úplné. Stanovit skutečně celkový mikrobiom 
kvasu je technicky velice náročné, použití molekulárně-
biologických metod by mohlo být možným řešením, 
například pomocí tzv. shotgun metagenomic sekvenování 
(Landis et al., 2021), případně za použití ekonomičtější 
varianty PCR následované analýzou křivek tání (Ponto­
nio et al., 2017), ideálně kombinací několika technik, 
jelikož každá z metod nese určitá omezení či falešně 
pozitivní/negativní výstupy. 

Poděkování: 
Práce vznikla za podpory Program aplikovaného výz­

kumu Ministerstva zemědělství, projekty QK1910036 
a QK19110024.
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