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Abstrakt 

Tato bakalářská práce se zabývá pevnými kultivačními médii využívanými v mikrobiologii, 

se zaměřením na agar jako standardní ztužovadlo a jeho alternativy. Popisuje fyzikálně-chemické 

principy gelace hydrofilních polymerů a jejich vliv na strukturu média. Hlavní část je věnována 

agaru, jeho historii, chemickému složení, mechanismu tvorby gelu a interakci s bakteriemi. 

Následuje přehled vybraných přírodních ztužovadel – želatiny, pektinu, škrobu 

a chitosanu – s důrazem na jejich vlastnosti a možnosti použití při kultivaci mikroorganismů. 

Zmíněny jsou také syntetické silikagely a komplexní přírodniny, například vaječný bílek a rostlinné 

zásobní orgány, které mohou sloužit jako jednoduchá pevná média. Cílem práce bylo shrnout 

poznatky o různých typech pevných médií, porovnat jejich vlastnosti a zhodnotit potenciál 

alternativních polymerů pro přípravu kultivačních substrátů. 

 

Klíčová slova: pevná média, agar, želatina, pektin, škrob 

 

Abstract 

This bachelor thesis focuses on solid culture media used in microbiology, with emphasis 

on agar as the standard gelling agent and its alternatives. It describes the physicochemical 

principles of hydrogel formation in hydrophilic polymers and their impact on medium structure. 

The main part covers agar, including its history, chemical composition, gelation mechanism and 

interactions with bacteria. Selected natural gelling agents – gelatin, pectin, starch and chitosan 

– are reviewed with attention to their properties and potential use in bacterial cultivation. 

Synthetic silica gels and complex natural substrates such as egg white and plant storage organs 

are also discussed as simple solid media. The aim of the thesis was to summarize knowledge on 

different types of solid media, compare their characteristics and evaluate the potential of 

alternative polymers for culture medium preparation. 
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1. Úvod 

Kultivace mikroorganismů na pevných médiích je nezbytná pro izolaci čistých kultur, 

sledování morfologických znaků kolonií i hodnocení biochemických vlastností bakterií. 

Při přípravě těchto médií hrají zásadní roli ztužující látky, z nichž se dnes nejčastěji používá agar 

pro svou chemickou stabilitu, vhodné teplotní vlastnosti a proto, že jej většina bakterií 

nemetabolizuje. Kromě něj však existuje řada přírodních i syntetických polymerů se srovnatelnými 

fyzikálně-chemickými vlastnostmi, jejichž zkoumání přináší jak pohled na historický vývoj 

kultivačních technik, tak možnosti přípravy alternativních médií využívajících odlišné 

mechanismy gelace. 

Tato bakalářská práce se zaměřuje na přehled a porovnání pevných kultivačních médií, 

zejména na fyzikálně-chemické vlastnosti ztužujících polymerů. Hlavní pozornost je věnována 

agaru jako standardnímu zástupci a dále vybraným alternativám – želatině, pektinu, škrobu, 

chitosanu a silikagelům. Tyto polymery byly zvoleny pro svůj historický význam, přírodní původ 

nebo specifické vlastnosti umožňující odlišný mechanismus tvorby gelu. Samostatná kapitola 

se zabývá využitím komplexních přírodnin, jako jsou vaječný bílek či rostlinné zásobní orgány, 

které mohou sloužit jako jednoduchá a dostupná pevná kultivační média. 

Cílem práce je shrnout dostupné poznatky o fyzikálně-chemických principech tvorby 

pevných kultivačních médií, charakterizovat vlastnosti vybraných hydrofilních polymerů 

a zhodnotit jejich využitelnost pro kultivaci bakterií. Práce si klade za úkol poskytnout srovnání 

klasického agaru s jeho alternativami a ukázat, jak různé ztužující látky ovlivňují výsledné médium. 

2. Kultivace bakterií na pevných médiích 

V tekutých médiích není prostorová separace jednotlivých buněk možná. Jejich množení 

se projevuje spíše celkovými makroskopickými změnami, jako je zakalení kultury, vznik sedimentu 

na dně či tvorba biofilmu na hladině. Tyto projevy, podmíněné jednak metabolismem 

mikroorganismu, jednak konkrétními kultivačními podmínkami, však neposkytují dostatečné 

informace o druhovém složení populace. Proto je pro účely izolace a identifikace nezbytné 

přeočkování na pevné médium. 

Pevná kultivační média, nejčastěji na bázi agaru, umožňují separaci smíšených 

bakteriálních populací na jednotlivé kolonie. Při nanesení směsné kultury na povrch pevného 

média dochází k postupnému zřeďování inokula a k fyzickému oddělení jednotlivých bakteriálních 

buněk. Po inkubaci vyrůstají izolované kolonie, z nichž každá zpravidla pochází z jediné buňky 

a tvoří tak čistou kulturu jednoho druhu. Tento princip je klíčový pro následnou izolaci, identifikaci 

a detailní studium konkrétních mikroorganismů (*Bonnet et al., 2020). 
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Různé druhy bakterií na pevných médiích vytvářejí kolonie odlišného vzhledu. 

Liší se velikostí, tvarem, okraji, barvou i povrchovou strukturou. Morfologie kolonií patří mezi 

klasické fenotypové znaky využívané při charakterizaci a identifikaci bakterií. Typickým příkladem 

je E. coli, která na standardním agaru tvoří hladké, kruhové kolonie (Hasman et al., 2000). 

Na pevných médiích se zároveň zřetelně projevují některé fenotypové vlastnosti mikroorganismů. 

Patří k nim například tvorba pigmentů.  

U Staphylococcus aureus jde o charakteristický zlatý staphyloxanthin, jenž chrání buňku 

před oxidativním stresem a přispívá k její virulenci (Liu et al., 2005). Další významný znak 

představuje hemolýza na krevním agaru, využívaná k diferenciaci streptokoků a příbuzných druhů. 

Pozorování takových znaků je umožněno složením média. To často obsahuje indikátory 

metabolismu. Agar lze obohatit o barviva, sacharidy či krev, které mění vzhled kolonií nebo 

okolního agaru v závislosti na metabolických vlastnostech mikroorganismu. Krevní agar 

tak umožňuje odlišit bakterie podle schopnosti lyzovat erytrocyty. β-hemolýza se projeví čirou 

zónou kolem kolonie, α-hemolýza nazelenalým zbarvením a γ-hemolýza absencí viditelné změny 

(Woltjes et al., 1981). Jiným klasickým příkladem je MacConkey agar, obsahující laktózu a pH 

indikátor neutrální červeň. Fermentace laktózy (např. u E. coli) vede ke vzniku kyselin a zčervenání 

kolonií, zatímco nefermentující bakterie, jako Salmonella spp., zůstávají bezbarvé. Krystalová 

violeť a žlučové soli současně potlačují růst grampozitivních bakterií, čímž médium zajišťuje 

selektivitu pro gramnegativní enterobakterie (Park et al., 2011). 

Pevná média mají zásadní význam i pro kvantifikaci životaschopných buněk pomocí 

tzv. viabilní početní metody. Tato metoda je založena na sériovém ředění vzorku a následném 

výsevu na pevné kultivační médium. Po inkubaci se kolonie spočítají s předpokladem, že každá 

vznikla z jediné životaschopné buňky či jejího shluku. Podle počtu kolonií a známého ředění 

se určí koncentrace mikroorganismů v původním vzorku, obvykle ve formě jednotek tvořících 

kolonie (colony forming units, CFU) na mililitr nebo gram (Meyer et al., 2023). 

V tekutých médiích lze sice sledovat životaschopnost alternativními metodami, 

například fluorescenčními barvivy v kombinaci s průtokovou cytometrií, které rozlišují buňky 

podle integrity cytoplazmatické membrány. Tyto přístupy však neposuzují schopnost buněk růst 

a vytvářet kolonie, a výsledky se tak mohou od klasické CFU metody lišit (Berney et al., 2007). 

3. Obecná fyzikálně-chemická charakteristika ztužujících polymerů a mechanismu gelace 

Hydrofilní polymery jsou makromolekulární struktury nesoucí vysoký podíl polárních 

funkčních skupin, zpravidla hydroxylových či karboxylových. Díky nim vstupují do interakcí 

s vodným prostředím pomocí vodíkových můstků. V dehydratované formě se obvykle ve vodě 

nerozpouštějí; teprve při zahřátí k teplotám blízkým bodu varu dochází k rozrušení 
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intra- i intermolekulárních vodíkových vazeb a k rozpadání makromolekulních agregátů, 

čímž se polymerní síť stává dispergovatelnou. Vzniklý viskózní roztok se při následném 

ochlazování znovu uspořádává do trojrozměrné sítě, charakterizované fyzikálně stabilní gelovou 

matricí. Tento proces, označovaný jako termoreverzibilní gelace, tvoří základ přípravy celé řady 

systémů – od želatinových a agarových gelů až po pektinové a škrobové disperze (Nordby et al., 

2003). 

4. Agar 

4.1 Historie zavedení agaru do bakteriologie 

V historii mikrobiologie se jen málokterá látka stala tak zásadní součástí výzkumu jako 

agar. První vědecký popis jeho využití v bakteriologii pochází z pera Roberta Kocha. V práci 

Die Ätiologie der Tuberkulose, otištěné 10. dubna 1882 v Berliner Klinische Wochenschrift se píše: 

„Tuberkulózní bacily lze kultivovat i na jiných živných substrátech, pokud mají podobné vlastnosti 

jako ztuhlé krevní sérum. Například rostou na želé připraveném z agaru, které zůstává pevné 

při tělesné teplotě a obsahuje přídavek masového bujónu a peptonu.“ Tímto popisem Koch 

označil agar jako vhodnou matrici pro růst Mycobacterium tuberculosis při teplotě lidského těla 

(Koch, 1882, s. 225).  

Za nápadem však stála žena, jejíž jméno se do oficiálních zápisů dostalo jen okrajově. 

Podle dochovaných dopisů Walthera Hesse, lékaře a spolupracovníka Roberta Kocha, 

a archivních materiálů z Kochovy laboratoře byla autorkou myšlenky Fanny Angela Hesse, 

manželka Walthera Hesse. Zdrojem tohoto tvrzení je práce Arthura P. Hitchense a Morrise 

C. Leikinda z roku 1939, která analyzuje původ metody na základě rodinné korespondence 

a laboratorních záznamů (*Hitchens & Leikind, 1938). Walther Hesse ve své metodické stati z roku 

1884 v Mitteilungen aus dem Kaiserlichen Gesundheitsamte nazývá agar „nejvhodnějším 

ztužovadlem“ a výslovně přičítá jeho zavedení doporučení své manželky (Hesse, 1884). Sama 

Fanny nikdy nic nepublikovala. Její přínos známe díky nepřímým svědectvím, ale právě ona 

přenesla zkušenost ze své kuchyně, kde se agar používal jako cukrářská želatina, do prostředí 

laboratorní vědy. 

4.2 Složení a výroba agaru 

Agar je produktem červených mořských řas, zejména rodů Gelidium a Gracilaria, 

kde funguje jako strukturální složka buněčných stěn (Ji, 1997, cit. dle Fu & Kim, 2010). Komerční 

výroba sestává ze sušení řas, pokračuje varem ve vodě, při němž se polysacharidy uvolní, 

následuje filtrace a čištění. Stěžejním krokem je oddělení dvou hlavních frakcí: agarózy 

a agaropektinu (*Armisén, Galatas, & Hispanagar, 2000). Typická směs obsahuje zhruba 70 % 
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agarózy a 30 % agaropektinu (Duckworth & Yaphe, 1971). Čistá agaróza, zbavená skupin 

s nábojem, zejména sulfátových, se používá především v molekulární biologii při elektroforéze. 

Agaróza je lineární heteropolysacharid složený z opakujících se jednotek agarobiózy 

(D-galaktózy a 3,6-anhydro-L-galaktózy) propojených α-(1→3) a β-(1→4) glykosidickými vazbami. 

Tato struktura jí při ochlazení umožňuje vytvářet stabilní trojrozměrnou síť. Výsledný gel 

je termoreverzibilní. Taje při 85–90 °C a tuhne v rozmezí 35–40 °C (Ghebremedhin et al., 2021). 

Právě tepelná hystereze agaru umožňuje jeho použití při kultivaci bakterií v inkubačním rozmezí 

kolem 37 °C. Díky rozdílným teplotám tání a tuhnutí lze roztavené médium nalévat ještě 

za relativně vysoké teploty, aniž by začalo gelovat, a po vychladnutí zůstává pevné i při teplotě 

lidského těla. To umožňuje připravit Petriho misky nebo zkumavky s pevným médiem, 

které si během inkubace při 37 °C udrží svou strukturu.  

V mikrobiologii se koncentrace agaru volí podle účelu kultivace. Pro pevná média 

se běžně používá 1–3 % (w/v). Pro specifické aplikace, jako je studium bakteriální motility 

a chemotaxe, se využívá tzv. soft agar v nižších koncentracích, typicky mezi 0,15–0,35 % (w/v), 

což umožňuje pohyb bakterií a tvorbu migračních prstenců (Croze et al., 2011). Vyšší koncentrace 

agaru, např. 5–7 % (w/v), bývají naopak využívány ke studiu vlivu struktury gelu na růst bakterií 

(Stecchini et al., 2001). 

4.3 Mechanismus gelace agaru 

Wang et al., (2011) uvádí, že gelace agaru probíhá ve třech navazujících fázích. V prvním 

kroku, po povaření roztoku, dochází k rozrušení vodíkových můstků mezi polymerními řetězci 

a k jejich úplné hydrataci. Řetězce se v horkém roztoku rozptýlí a vzniká homogenní tekutý sol, 

předstupeň gelu. 

S klesající teplotou nastupuje fáze gelizační. Polymerní vlákna agaru se stáčejí 

do levotočivých dvojitých helixů a antiparalelně se uspořádávají do trojrozměrné sítě. Kinetika 

tohoto procesu odpovídá Arrheniově rovnici, která popisuje, jak teplota ovlivňuje rychlost 

chemických a fyzikálních procesů. Aby se vazby mezi vlákny vytvořily, je potřeba určité množství 

energie, v tomto případě se pohybuje v rozmezí 39–74 kJ/mol. To odpovídá energii vodíkových 

můstků, které jsou hlavním stabilizačním prvkem držícím tuto prostorovou strukturu pohromadě. 

Zároveň se při ochlazování agaru dlouhé molekuly samovolně spojují do menších 

shluků. Jakmile se takové shluky vytvoří, usnadňují vznik dalších, takže tento proces postupuje 

stále rychleji. V literatuře je tento typ samovolné agregace popisován jako autokatalytický proces. 

Doprovázeno je to i Ostwaldovým zráním, při kterém se malé a méně stabilní shluky postupně 

rozpadají a materiál z nich uvolněný se přidává k větším a pevnějším celkům. Tím se vytváří 

propojená prostorová síť, která způsobuje ztuhnutí roztoku. Její pevnost, vyjádřená elasticitním 
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modulem G′, se zvyšuje s rostoucím množstvím agaru a závisí na něm podle mocninného vztahu. 

Když se měří reologické vlastnosti při chlazení, viskozita u agaru typicky neroste lineárně, ale má 

tvar sigmoidální křivky (obrázek 1) (Lahrech et al., 2023). 

 
Obrázek 1: Typická křivka viskozity agarového roztoku. Závislost logaritmu viskozity (ln η) na teplotě (1000/T). 
TC – teplota, nad níž se roztok chová jako klasická viskózní kapalina, Tg – teplota gelace, při níž viskozita roste. 

Převzato z (Lahrech et al., 2023). 

Třetí fáze, popsaná Wangem (2011), už nové vazby nevytváří. Síť se spíše ustaluje 

a dochází k pomalému uvolňování molekul vody zachycených v pórech gelu. Tento proces, 

syneréza, vede k mírnému zmenšení objemu gelu a má nízkou energetickou náročnost (okolo 

7 kJ/mol). 

Výsledná gelová struktura je stabilizována především vodíkovými můstky mezi 

3,6-anhydro-L-galaktózou a D-galaktózou. Rentgenová difrakce odhalila, že základní jednotkou 

je levotočivý dvojitý helix s periodicitou 0,95 nm (Arnott et al., 1974). 

Chemická čistota a podmínky přípravy mají zásadní vliv na výsledný gel. 

Při dlouhodobém vystavení teplotám okolo 80 °C dochází k hydrolýze a oxidaci polysacharidů, 

což vede ke snížení pH, poklesu viskozity, ztrátě elasticity a oslabení pevnosti gelu. Mikroskopické 

a rentgenové analýzy ukazují, že „stárnoucí“ roztoky mají hrubší a méně homogenní 

mikrostrukturu než čerstvě zhotovené přípravky (Mao et al., 2016). Důležitým faktorem 

je i syneréza – postupné vypuzování volné vody – která je výraznější při nižších koncentracích 

agarózy a ovlivňuje dlouhodobou stabilitu média (Ghebremedhin et al., 2021). Křehkou rovnováhu 

mechanických vlastností může dále měnit iontová síla prostředí: přítomnost kationtů jako 

Li⁺ či Na⁺ modifikuje elasticitu a odezvu gelu na mechanické zatížení (Sacco et al., 2014). 
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4.4 Metabolismus agaru bakteriemi 

Z nutričního hlediska je agar považován za inertní matrici. Většina laboratorních 

a klinických kmenů postrádá enzymy schopné štěpit jeho polysacharidové vazby. Výjimkou jsou 

mořské bakterie, například rody Vibrio, Pseudoalteromonas, Agarivorans, Saccharophagus, 

Alteromonas, Shewanella či Zobellia galactanivorans. Ty produkují β‑ a α‑agarasy, které štěpí 

agarózu na oligo- a monomery, z nichž bakterie přímo získávají uhlík jako zdroj energie. (*Oh et al., 

2005). Byly popsány i konkrétní případy, například kmeny Shewanella algae a Microbulbifer 

elongatus dokáží růst na médiu s agarem jako jediným zdrojem uhlíku. Jejich enzymatická aktivita 

byla doložena Lugolovou reakcí a detekcí redukujících cukrů (Kandasamy et al., 2020). 

Dlouho převládal názor, že agar je pro mikroorganismy zcela inertní a neovlivňuje jejich 

růst. První publikovaná práce, která se mi podařila nalézt a která spojuje vznik peroxidu vodíku 

při sterilizaci agaru s fosfátovými pufry s inhibicí bakteriálního růstu, je studie Tanaka et al. (2014). 

Autoři prokázali, že agar může nepřímo omezovat růst některých bakterií citlivých na přítomnost 

kyslíku. Následné testy odhalily, že příčina neleží v polysacharidovém skeletu agaru, 

ale ve vedlejších reakcích při sterilizaci. Autoklávování agaru společně s fosfátovými 

pufry – tzv. PT protokol („phosphate together“) vede k tvorbě reaktivních kyslíkových forem, 

především peroxidu vodíku, který už v mikromolárních koncentracích významně snižuje počet 

získaných kolonií u obligátních anaerobů (Tanaka et al., 2014). Zavedení alternativního postupu, 

kdy se agar a fosfátové pufry sterilizují zvlášť a mísí až po autoklávování (tzv. PS protokol, 

„phosphate separately“), přineslo zvýšení diverzity i počtu izolovaných kolonií. Další práce 

potvrdily přítomnost H₂O₂ v médiích připravených tradiční metodou a popsaly jeho selektivní 

účinek na anaerobní a obtížně kultivovatelné mikroorganismy (Kato et al., 2020). Pro běžně 

používané druhy – enterobakterie, stafylokoky a další modelové mikroorganismy však nebyl nikdy 

prokázán přímý inhibiční vliv agaru. V dobře připravených médiích zůstává agar pouze neutrálním 

nosičem, který neovlivňuje růst těchto kmenů. Vzácné inhibitory jsou tedy spíše odrazem 

sterilizační techniky než inherentní vlastností agaru. 

5. Alternativní ztužovadla 

Různé skupiny hydrofilních polymerů vykazují při ztužování vodných roztoků rozmanité 

fyzikálně-chemické mechanismy, které se zřetelně promítají do struktury a vlastností výsledného 

gelu. Snad nejvýstižnějším přirovnáním jsou dva tradiční cukrářské produkty: puding a panna 

cotta. Zastupují totiž dva základní způsoby, jimiž se utváří pevná média: gelace polysacharidová 

(škrob, agar, pektin) a gelace proteinová (želatina, vaječný bílek). 

U škrobu dochází při zahřátí a následném ochlazení k tvorbě trojrozměrné sítě tvořené 

amylopektinem a amylózou. Voda je v tomto systému vázána převážně fyzikálně mezi 
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polysacharidovými řetězci. Želatina proti tomu spoléhá na částečnou renaturaci kolagenových 

trojitých helixů, které se při ochlazení zpevňují slabými vodíkovými a van der Waalsovými 

interakcemi. Oba mechanismy, polysacharidový i proteinový, představují základní archetypy 

gelace využitelné i v přípravě kultivačních médií. 

Výběr konkrétních hydrofilních polymerů – agaru, želatiny, pektinu, škrobu 

a chitosanu – vychází z jejich historického i praktického významu pro přípravu pevných médií. 

Agar představuje zlatý standard mikrobiologie, želatina byla jeho přímým předchůdcem a díky své 

proteinové povaze nabízí kontrastní mechanismus gelace. Pektin a škrob zastupují nejběžnější 

polysacharidové gely přírodního původu s odlišnými fyzikálně-chemickými principy tuhnutí, 

což umožňuje porovnat různé typy polymerních sítí. Chitosan byl zařazen pro své specifické 

biologické vlastnosti a potenciál v oblasti moderních biotechnologií, zatímco silikagely 

představují příklad syntetických systémů s možností precizního řízení struktury a difuzních 

vlastností. 

5.1 Želatina 

Želatina je proteinový hydrogel vznikající částečnou hydrolýzou kolagenu. Při zahřátí 

se trojité helixy kolagenu rozvolňují a jednotlivé polypeptidové řetězce přecházejí 

do neuspořádané klubkovité formy (random coil). Flory a Weaver (1960) prokázali, 

že při následném ochlazení dochází k reverznímu procesu, při němž se řetězce spontánně znovu 

seskupují do trojité šroubovice. Tyto vznikající helikální segmenty fungují jako fyzikální uzly 

(junction zones), které propojují molekuly do trojrozměrné sítě a vytvářejí tak pevný gel 

(Flory & Weaver, 1960). 

Tepelnou stabilitou želatinových gelů a vlivem podmínek jejich přípravy se zabývali 

Vyazovkin a Dranca (2009). Pomocí diferenční skenovací kalorimetrie doložili, že aktivační energie 

tání není konstantní, ale během procesu se mění v důsledku postupného rozpadu síťových uzlů 

tvořených trojitými helixy. U gelů připravených při stálé teplotě zjistili vysoké počáteční hodnoty 

(cca 160–190 kJ/mol), což odpovídá kooperativnímu rozrušení několika vodíkových vazeb 

současně. Důležitým zjištěním bylo, že teplota gelace zásadně ovlivňuje stabilitu sítě. Tedy vyšší 

teploty vedly ke vzniku odolnějších gelů. Autoři také prokázali, že tání želatiny je částečně 

reverzibilní proces, při němž mohou uvolněné polypeptidové segmenty znovu vytvářet nové uzly. 

Tyto poznatky jsou významné i pro mikrobiologii, protože ukazují, že pevnost a stabilita 

želatinového média závisí nejen na koncentraci želatiny, ale i na teplotním režimu jeho přípravy 

(Vyazovkin & Dranca, 2009). 

Reologická měření ukázala, že čím vyšší je koncentrace želatiny, tím pevnější a tužší gel 

vzniká. Tato pevnost úzce souvisí s množstvím vytvořených trojitých helixů, které při ochlazování 
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propojují polypeptidové řetězce do sítě. Elasticita je dána přítomností vodíkových můstků, které 

tyto helikální úseky drží pohromadě a tvoří z nich polotuhá vlákna spojená pružnějšími částmi 

řetězců. Joly-Duhamel et al. (2002) navíc zjistili, že tento vztah mezi množstvím helixů a pevností 

gelu platí bez ohledu na to, z jakého zdroje želatina pochází nebo jakým teplotním režimem byla 

připravena (Joly-Duhamel et al., 2002). 

Starší reologická měření, práce autorů Gilsenan a Ross-Murphy (2000), uvádí, že teplota 

tání běžných komerčních želatinových gelů leží výrazně pod 35 °C. To znamená, že při inkubaci 

v běžném mikrobiologickém rozmezí 35–37 °C ztrácí médium svou pevnou strukturu 

(Gilsenan & Ross-Murphy, 2000). 

Želatina v kultivačních médiích neslouží pouze jako ztužovadlo, ale i jako indikátor 

enzymatické aktivity některých bakterií. Úspěšnost detekce gelatinolytické aktivity 

mikroorganismů je značně ovlivněna zvolenou metodou. Na tuto skutečnost upozornili 

Pickett et al. (1991), kteří srovnávali pět různých metod testování gelatinázy. Jedním z řešení 

tohoto problému je použití pevných agarových médií s přídavkem želatiny, která umožňují 

spolehlivou detekci enzymatické aktivity i při teplotách 30–35 °C, kdy želatina v pevném médiu 

ztekutěla a ztratila diagnostickou hodnotu. Agar zajistí stabilitu prostředí, zatímco želatina zde 

slouží jako specifický substrát pro extracelulární proteázy (Pickett et al., 1991).  

S týmiž principy detekce gelatinolytické aktivity pracuje Pathade et al. (2024). Autoři 

v ní testovali půdní izoláty z různých stanovišť. Izoláty byly inokulovány na pevná kultivační média 

obsahující 2 % želatiny (w/v) jako jediný proteinový substrát. 

Po inkubaci při různých teplotách byly jako pozitivní označeny ty kmeny, které vytvářely 

kolem kolonie jasně ohraničené hydrolyzační zóny, svědčící o rozkladu želatiny enzymatickou 

aktivitou. V následných testech enzymatické aktivity byly purifikované enzymy testovány 

při různých koncentracích substrátu (0,5–4 % želatiny).  

Autoři zjistili, že právě 2% koncentrace želatiny umožňuje nejspolehlivější vizuální 

detekci gelatinázové aktivity. Naopak vyšší koncentrace substrátu, zejména nad 4 %, vedly 

ke snížení pozorované aktivity. Tento jev vysvětlují jako substrátovou inhibici, kdy přílišná hustota 

média brání efektivní difuzi enzymu a omezuje přístup ke štěpitelným vazbám. 

Nejvyšší hodnoty enzymatické aktivity byly dosaženy při teplotě 35–37 °C. Hodnoty pH 

se mírně lišily podle zkoumaného druhu: Pseudomonas aeruginosa vykazovala nejvyšší aktivitu 

při pH 7,0, Bacillus subtilis při pH 7,5 a Aspergillus niger při pH 6,5 (Pathade et al., 2024). 

Pro mikrobiologické účely znamená použití želatiny jako pevného ztužovadla riziko 

degradace média samotnými mikroorganismy (viz výše). To může kvůli ztuhnutí media vést 

ke ztrátě prostorového uspořádání kolonií, nekontrolovatelnému rozšíření kultur a ztrátě přesnosti 

izolace. Řada bakterií a hub produkuje extracelulární gelatinázy, proteázy schopné hydrolyzovat 
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želatinový gel. Smith Jr. a Goodner (1958) prokázali, že taková degradace média vede během 

několika dní inkubace ke zkapalnění a ztrátě struktury, což znemožňuje spolehlivou izolaci 

jednotlivých kolonií. Další nevýhodou je nízká teplotní stabilita želatiny (Smith & Goodner, 1958). 

5.2 Pektin 

Pektin je rostlinný heteropolysacharid s hlavním řetězcem tvořeným α-(1→4)-vázanou 

kyselinou galakturonovou. Parametrem ovlivňujícím schopnost pektinu tvořit gel je stupeň 

methylace (degree of methylation, DM). Podle toho se pektiny dělí na vysokomethylové (HM, kde 

DM > 50 %) a nízkomethylové (LM, kde DM < 50 %) (*Vriesmann & de Oliveira Petkowicz, 2017). 

Vysokomethylové pektiny tvoří gely obvykle při vysoké koncentraci sacharózy (nad 55  %) 

a nízkém pH (2,5–3,5). Kyselé prostředí zajišťuje protonaci karboxylových skupin, což snižuje 

odpudivé síly mezi řetězci pektinu. V takto připraveném systému pak dochází k těsnému přiblížení 

polymerů a ke vzniku stabilní gelové sítě, kterou drží pohromadě především hydrofobní interakce 

mezi methylesterovými zbytky a vodíkovými můstky. Sacharóza v tomto procesu nepůsobí sice 

jako přímý síťující prvek, ale odvádí vodu od polymerních řetězců, čímž zvyšuje jejich vzájemnou 

afinitu (Fraeye et al., 2010). 

Zhao et al. (2020) uvádějí, že HM pektin je schopen vytvořit gel i při vyšších hodnotách 

pH, než je pro tento typ polymeru běžné. Ovšem pouze za přítomnosti dostatečně vysoké 

koncentrace sacharózy, alespoň 65 %. Ve své studii pracovali se třemi komerčními jablečnými 

pektiny s různým stupněm esterifikace (60,6 %, 66,1 % a 72,4 %) a prokázali vznik gelové sítě 

i při pH kolem 3,8. Gelace podle jejich pozorování probíhá ve dvou fázích: při zvýšené teplotě 

dominují hydrofobní interakce mezi methylesterovými skupinami, zatímco při ochlazování 

se uplatňují vodíkové můstky, které strukturu dále stabilizují (Zhao et al., 2020). 

Pektin s nízkým stupněm methylace (LM pektin), vytváří gel prostřednictvím iontových 

vazeb, které vznikají mezi karboxylovými skupinami galakturonanového skeletu a dvoumocnými 

kationty, typicky Ca²⁺. 

Tento mechanismus je klasicky popisován tzv. „egg box modelem“, kde se lineární 

řetězce pektinu paralelně seskupují a váží ionty vápníku, jež zapadají mezi sousední polymerní 

vlákna jako vejce do kartonového obalu (obrázek 2). Takto uspořádané uzlové body zajišťují 

pružnost a mechanickou stabilitu vzniklého gelu (Grant et al., 1973). 



10 

 
Obrázek 2: „Egg-box model“. Lineární řetězce pektinu se paralelně seskupují a váží ionty vápníku. 

Převzato z (Grant et al., 1973). 

Příkladem nám může být slunečnicový pektin s DM ~27 % a DAm ~10 %, jež tvoří stabilní 

iontové gely i při nízké koncentraci vápenatých iontů (Hua et al., 2015).  

Vedle methylace ovlivňuje gelaci i amidace (DAm) a acetylace (DAc). Amidované pektiny 

(obvykle LM typy) mají sníženou citlivost na přebytek Ca²⁺ a tvoří měkčí, pružnější gely 

(Capel et al., 2005). Acetylace obvykle snižuje schopnost pektinu tvořit gel. Příkladem je pektin 

z cukrové řepy, který vykazuje nízký stupeň methylace (~30 %) a současně vysoký stupeň 

acetylace (~13 %) Pektin z cukrové řepy má kvůli tomu omezenou schopnost gelace a za běžných 

podmínek stabilní gel netvoří (tabulka 1) (Voragen et al., 2009). 

  Zdroj pektinu 
citrus jablko slunečnice řepa banán 

Vl
as

tn
os

ti 
a 

pa
ra

m
et

ry
 

DM (%) 68 69 27 30 68 

DAc (%) 1,5 3,5 0,4 13 0,5 

Gelace za 
přítomnosti sacharóza sacharóza Ca²⁺ / sacharóza 

Typ pektinu 
HM/LM HM HM LM LM HM 

Tabulka 1: Srovnání gelovacích vlastností a chemických parametrů pektinů pocházejících z různých rostlinných zdrojů. 
DM (%) – stupeň methylace pektinu, DAc (%) – stupeň acetylace pektinu, Gelace za přítomnosti – Látky nebo ionty 
nezbytné k vytvoření gelu, HM (high methoxyl), LM (low methoxyl). Data o pektinu z citrusu převzata z (Cirimina et al., 
2020) a z (Voragen et al., 2009). Data o pektinu z jablka převzata z (Canteri-Schemin et al., 2005) a z (Voragen et al., 
2009). Data o pektinu ze slunečnice převzata z (Hua et al., 2015). Data o pektinu z řepy převzata z (Ohlmaier-Delgadillo 
et al., 2021). Data o pektinu z banánu převzata z (Mada et al., 2022). 

Ačkoli přímé využití pektinu jako samostatného ztužovadla pro izolaci bakteriálních 

kolonií zatím popsáno nebylo, v pevných mediích se využívá. Shrestha et al. (2021) použili pevné 

agarové médium obohacené pektinem k izolaci pektinolytických bakterií z půdních vzorků. 

Aktivita enzymů byla potvrzena vznikem čirých hydrolyzačních zón kolem kolonií. 

Podobně Cortes et al. (2024) připravili citrusový pektin agar pro screening 

mikroorganismů během fermentace kávových zrn (obrázek 2) (Cortes et al., 2024). 
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Obrázek 3: Enzymatická aktivita bakterií z fermentace kávy: (a) pektináza, (b) amyláza, (c) proteáza a (d) celuláza. 

Převzato z (Cortez et al., 2024). 

5.3 Škrob 

Při zahřívání škrobu ve vodném prostředí dochází k tzv. želatinaci, což je přechod 

z částečně uspořádané struktury do amorfního stavu. V nativním škrobu jsou polysacharidové 

řetězce (amylóza a amylopektin) uspořádány do granulí, které obsahují krystalické i amorfní 

oblasti. S rostoucí teplotou granule absorbují vodu, začínají bobtnat a krystalické domény 

se postupně rozpadají. Polysacharidové řetězce se uvolňují z původní struktury a přecházejí 

do amorfního stavu, což vede k výraznému nabobtnání granulí. 

Charakteristickým znakem této změny je ztráta optického dvojlomu, tedy schopnosti 

granulí lámat světlo odlišně podle směru vůči jejich vnitřní uspořádané struktuře, což odráží 

přítomnost krystalické fáze. Když dvojlom mizí, znamená to, že vnitřní uspořádaná struktura 

granulí se rozpadla a krystalické domény přešly do amorfního stavu. Výsledkem je vznik viskózní 

disperze polysacharidových řetězců ve vodě. Jeho vlastnosti závisí na poměru amylózy 

a amylopektinu a také na teplotě, při které proces probíhal. 

Pomocí kombinace rentgenového rozptylu s malým a širokým úhlem (Small-Angle X-ray 

Scattering / Wide-Angle X-ray Scattering, SAXS/WAXS) a diferenční skenovací kalorimetrie Jenkins 

a Donald (1998) detailně popsali, že první fáze želatinace probíhá v amorfních růstových 

prstencích uvnitř granule, které jako první přijímají vodu a prudce se rozpínají. Tento otok 

destabilizuje sousední krystalické lamely, jejichž pravidelná struktura se pak při další tepelné 

zátěži rozpadá. Tímto mechanismem dochází k úplnému přechodu od původní granulární 

a částečně krystalické organizace ke zcela amorfnímu systému (Jenkins & Donald, 1998). 
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Po ochlazení želatinovaného solu nastupuje proces retrogradace. Nejprve reaguje 

lineárně uspořádaná amylóza, jejíž řetězce se snadno paralelně seřazují a rychle vytvářejí 

částečně krystalické oblasti. Teprve poté, mnohem pomaleji, se přeskupují rozvětvené řetězce 

amylopektinu, které v důsledku svého větvení formují spíše nepravidelné parakrystalické domény. 

Gudmundsson a Eliasson (1990) pomocí diferenční skenovací kalorimetrie prokázali, že rychlost 

a míra retrogradace přímo závisí na poměru amylózy a amylopektinu. Vyšší obsah amylózy vede 

k rychlejší a výraznější rekrystalizaci, což se odráží v nárůstu entalpie tání při opakovaných 

měřeních. Fredriksson et al. (1998) tyto výsledky potvrdili a dokázali, že retrogradace je procesem 

prakticky ireverzibilním; změny struktury lze odstranit jen opětovným zahřátím nad teplotu 

želatinace (Fredriksson et al.,1998). Retrogradace tak hraje dvojí roli. Zajišťuje dlouhodobou 

mechanickou stabilitu gelu, avšak současně je zodpovědná za změny jeho textury a fyzikálních 

vlastností při skladování.  

Jednotlivé druhy nativního škrobu se však mezi sebou významně liší v závislosti 

na rostlině ze které byly získány, což se promítá do jejich chemického složení, struktury 

škrobových granulí i do fyzikálně-chemických vlastností během i po želatinaci. Podle studie 

Bajaj et al. (2018) obsahuje bramborový škrob přibližně 31,09 % amylózy, kukuřičný škrob 29,20 % 

a rýžový škrob pouhých 8,84 %, což jej řadí mezi škroby s velmi nízkým obsahem amylózy 

(Bajaj et al., 2018). Tato data potvrzuje i novější práce Zhang et al. (2023), která uvádí rozmezí 

obsahu amylózy v rýžovém škrobu mezi 10,76–11,85 % (Zhang et al., 2023). 

S obsahem amylózy úzce souvisí i rozdíly ve velikosti a tvaru škrobových granulí. 

Bajaj et al. (2018) pozorovali největší granule u bramborového škrobu, s průměrnou velikostí 

35,74 μm a vysokým podílem velkých granulí nad 10 μm (95,67 %), zatímco kukuřičný škrob 

vykazoval průměrnou velikost granulí 15,08 μm. Rýžový škrob měl nejmenší granule, s průměrem 

5,41 μm a převahou drobných částic do 10 μm (Bajaj et al., 2018).  

Stejní autoři uvádí, že želatinace u bramborového škrobu začíná při teplotě 60,45 °C 

a vrcholí při 66,47 °C. U kukuřičného škrobu začíná želatinace při 68,92 °C a vrcholí při 74,53 °C, 

zatímco rýžový škrob želatinuje mezi 64,41 °C a 70,13 °C (Bajaj et al., 2018). 

Na základě výše uvedených vlastností lze jednotlivé škroby charakterizovat z hlediska 

jejich schopnosti vytvářet gely následovně: bramborový škrob tvoří pevné, průhledné gely 

s vysokou viskozitou, které jsou však náchylné k retrogradaci; kukuřičný škrob vytváří ze třech 

diskutovaných škrobů středně pevné gely s vyšší tepelnou stabilitou a nižší čirostí; rýžový škrob 

dává vzniknout měkkým, méně soudržným gelům, zvláště pokud má nízký obsah 

amylózy (Zhang et al., 2023). Castanha et al. (2021) navíc uvádějí, že pro vytvoření stabilního gelu 

je u bramborového i kukuřičného škrobu nutná koncentrace alespoň 10,7 % (w/v) 

(Castanha et al., 2021). 
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Dále bylo zjištěno, že surfaktanty jako dodecylsulfát sodný a monoglyceridy působí jako 

účinné inhibitory retrogradace. Již nízké koncentrace těchto látek vedou k výraznému snížení 

entalpie rekrystalizace a omezení synerézy, čímž prodlužují stabilitu gelu (Gudmundsson 

& Eliasson, 1990). Persson (2005) prokázali, že surfaktanty vytvářejí stabilní komplexy 

s amylózovými řetězci, a tím omezují jejich přeskupování (Persson et al., 2005). 

Z hlediska kultivace mikroorganismů je tento jev zásadní. Struktura gelu přímo ovlivňuje 

difuzi živin a metabolitů. Pokud by médium rychle rekrystalizovalo a podléhalo syneréze, 

jeho mechanické vlastnosti by se zhoršily a mohlo by dojít k omezení růstu buněk. 

V jiných systémech, například v alginátových hydrogelech, bylo prokázáno, že přidání 

neiontového surfaktantu Pluronic® F68 významně neomezuje difuzi malých molekul, 

jako je riboflavin, a v některých případech ji dokonce zvyšuje až o 50 % (Stoppel et al., 2013). 

Z toho lze vyvodit, že vhodně zvolené surfaktanty mohou v hydrofilních gelech stabilizovat 

strukturu a pórovitost, aniž by omezovaly dostupnost živin pro mikroorganismy. 

Pokusy o použití škrobu místo agaru při kultivaci bakterií se mi nepodařilo dohledat. 

Ačkoli škrob jako přírodní polysacharid vykazuje schopnost vytvářet gely, žádná dostupná studie 

nedokumentuje, že by byl použit jako jediný ztužující prvek v mikrobiologickém médiu pro růst 

bakterií. Našel jsem však práce, kde byl škrob úspěšně použit jako ztužovadlo v médiích pro jiné 

účely. Například Ebile et al. (2022) při kultivaci explantátů banánovníku nebo 

Onyimba et al. (2023) pro růst A. niger a A. flavus na směsi kolokáziového škrobu s agarem. 

Podobně Mohamed et al. (2010) testovali různě zpracované škroby v rostlinných kulturách. 

5.4 Chitosan 

Chitosan je kationtový polysacharid vznikající částečnou deacetylací chitinu, který tvoří 

základní stavební složku exoskeletů členovců a buněčných stěn některých hub (Rinaudo, 2006). 

Proti běžným elektricky neutrálním ztužovadlům, jako jsou agar, pektin nebo škrob, se chitosan 

vyznačuje kladným nábojem. Právě tato elektrostatická povaha určuje i jeho způsob gelace. 

Na rozdíl od většiny přírodních polymerů u chitosanu není proces tuhnutí 

vázán  na zahřívání  ochlazování, ale probíhá především díky interakci s polyanionty a změnám pH 

prostředí (Rhoades & Roller, 2000). 

Gelace chitosanu probíhá pomocí dvou hlavních mechanismů: buď pH-závislou 

asociací polymerních řetězců, nebo iontovým křížovým propojením s polyanionty, 

jako je například tripolyfosfát sodný. V kyselém prostředí (pH <6,5) jsou aminové skupiny 

chitosanu protonovány, díky čemuž zůstává polymer ve vodném roztoku rozpustný a flexibilní. 

Jakmile dojde k neutralizaci pH nebo k přidání polyaniontů, řetězce se náhle reorganizují a vytvoří 
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prostorově stabilní hydrogelovou síť. Tento proces probíhá už při laboratorní teplotě a nevyžaduje 

žádný ohřev ani chlazení (*Berger et al., 2004). 

Tato „mírná“ gelace za fyziologických podmínek stojí za širokým využitím chitosanu 

v biomedicíně – od výroby biokompatibilních implantátů až po experimenty s náhradami očních 

čoček (*Berger et al., 2004). 

Z mikrobiologického hlediska je však tato vlastnost problematická. Na rozdíl 

od agarových médií, která se během přípravy zahřívají až k bodu varu a tím se současně sterilizují, 

chitosan geluje již při teplotách kolem 25–37 °C. Sterilizaci je proto nutné zajistit dodatečně. 

Rao a Sharma (cit. dle Jarry et al., 2001) zkoumali účinky různých sterilizačních metod 

na chitosanové gely. Zjistili, že všechny jimi testované metody vlastnosti gelu ovlivnily. Nejničivější 

dopad na gel mělo použití ethylenového oxidu nebo glutaraldehydu (Rao & Sharma, cit. dle Jarry 

et al., 2001). 

Použití gama záření jako sterilizační metody bylo testováno Lim et al. (1998), 

kteří experimentálně prokázali, že ozařování chitosanu dávkami do 25 kGy způsobuje štěpení 

hlavního polymerního řetězce. To vedlo k výraznému poklesu molekulové hmotnosti 

(Lim et al., 1998). 

Autoři přehledového článku Szymańska & Winnicka (2015) navrhují, že sterilziace 

chitosanových gelů by se mohla řešit přípravou za aseptických podmínek (Szymańska & Winnicka 

(2015). 

Chitosan je známý svou výraznou antimikrobiální aktivitou, která vychází 

z elektrostatických interakcí mezi kladně nabitými aminovými skupinami polymeru a negativně 

nabitými složkami bakteriální buněčné stěny. Tento účinek je obzvlášť patrný u Gram negativních 

bakterií (*Goy et al., 2009). Přesto lze při velmi nízkých koncentracích (<0,1 % w/v) a v prostředí 

s pH blízkým neutrálnímu připravit chitosanové gely, které podporují růst některých 

acidotolerantních Gram-pozitivních druhů. Studie Kovács (2023) demonstrovala, že například 

Lactobacillus plantarum a Bifidobacterium adolescentis si v těchto podmínkách uchovávají 

životaschopnost, zatímco E. coli a Salmonella enterica vykazují výraznou inhibici 

(Kovács et al., 2023).  

Další aplikací, jež stojí za zmínku, je kombinace chitosanu s alginátem při tvorbě 

kompozitních hydrogelů, které se používají k imobilizaci buněk do stabilních mikro- nebo 

makrokuliček. Tento systém našel uplatnění především při dlouhodobém uchovávání 

probiotických kultur a při jejich opakované kultivaci bez ztráty vitality (Martinsen et al., 1989). 

Chitosan se rozpouští v mírně kyselém prostředí a díky této vlastnosti, spolu se schopností 

ovlivňovat iontové interakce, může fungovat nejen jako selektivní pevné médium, ale také jako 

ochranná matrice pro uchování a transport bakteriálních kultur (*Goy et al., 2009). 
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6. Syntetické hydrofilní polymery – silikagely 

Silikátové hydrogely se v experimentální mikrobiologii ukázaly jako vhodné médium 

pro imobilizaci buněk a jejich dlouhodobou konzervaci, nikoli však jako plnohodnotná náhrada 

agaru pro plošnou kultivaci bakterií (Nassif et al., 2003). Při zapouzdření do anorganické křemičité 

matrice zůstávají buňky životaschopné i po delší době bez přísunu živin, avšak jejich růst 

je výrazně omezen a neodpovídá charakteru běžných povrchových kultur (Alvarez et al., 2009). 

Na rozdíl od agarových médií se kolonie v těchto gelech nešíří po povrchu, ale vznikají 

jako izolované mikrokolonie uzavřené v pórovité síti gelu (Coiffier et al., 2001). Mikroskopická 

pozorování ukazují jednotlivé buňky a malé agregáty rozmístěné uvnitř porézní struktury bez tvorby 

souvislého povrchového biofilmu (Nassif et al., 2003). Omezená difuze živin a metabolitů v matrici 

způsobuje, že růst zůstává prostorově ohraničený a výsledná morfologie více připomíná přirozené 

mikrohabitaty, například půdní póry, než kolonie pěstované na agaru (Alvarez et al., 2009). 

Nejčastěji zkoumaným typem jsou SiO₂ hydrogely připravené ze sol–gel prekurzoru 

tetramethoxysilanu (TMOS). Proces gelace začíná hydrolýzou Si–OCH₃ skupin na Si–OH, 

které se následně kondenzují do trojrozměrné Si–O–Si sítě. Aby vznikla homogenní a biologicky 

šetrná matrice vhodná pro zapouzdření buněk, je nutné udržet průběh reakce v mírně kyselém 

až neutrálním pH (5–7). Zpomalení polymerace v tomto rozmezí pH umožňuje tvorbu gelu 

bez nutnosti zahřívání, což je klíčové pro zachování viability zapouzdřených mikroorganismů 

(*Hench & West, 1990). Vstupní sol lze navíc obohatit živným roztokem, takže výsledný hydrogel 

obsahuje nejen vodu, ale i základní živiny potřebné pro omezený růst zapouzdřených buněk. 

Významnou vlastností křemičitých sol–gel materiálů je možnost ovlivnit jejich pórovitost 

a vysoký obsah vody, které umožňují difuzi malých molekul a podporují metabolickou aktivitu 

zapouzdřených buněk, přestože jejich množení je zpomalené nebo zcela zastavené 

(Coiffier et al., 2001). Bylo prokázáno, že i po jednom měsíci zůstává v takto připravené matrici 

životaschopných přibližně 40–50 % buněk E. coli, které si zachovávají metabolickou aktivitu, 

ačkoliv nevytvářejí kolonie odpovídající povrchovému růstu (Nassif et al., 2003). Přidání 

základních živin do matrice může prodloužit přežívání buněk, ale prostorový charakter růstu 

zůstává zachován a blíží se spíše uspořádání přirozených biofilmů než laboratorním agarovým 

kulturám (Alvarez et al., 2009). 

7. Komplexní přírodniny jako pevná kultivační média 

V počátcích mikrobiologie byly jako pevná kultivační média často využívány přírodní 

substráty – vařené plátky brambor, sražený vaječný bílek či kousky masa. Tyto materiály 

umožňovaly růst bakterií a do jisté míry i izolaci jednotlivých kolonií, ačkoliv trpěly zásadními 

nedostatky: neprůhledností a nízkou reprodukovatelností výsledků (*Sravanthi, 2019). 
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Za první systematický popis použití sterilních plátků brambor vděčíme německému 

biologovi Josephu Schroeterovi (*Sandle, 2014). Jeho pozorování růstu kolonií na povrchu hlíz 

se stalo inspirací pro další vývoj kultivačních metod. Robert Koch Schroeterovu techniku převzal 

a dále rozšířil. Krom bramborových plátků začal experimentovat také se sraženým vaječným 

bílkem a škrobovou pastou, což nakonec vedlo k vývoji jeho vlastních želatinových médií. 

7.1 Vaječný bílek 

Vaječný bílek obsahuje přibližně 88 % vody a zhruba 11 % bílkovin. Dominantní složkou 

je ovalbumin, který tvoří okolo 54 % celkového proteinu a hraje zásadní roli při gelaci (*Li, 2018). 

Při zahřívání dochází k narušení sekundárních a terciárních struktur proteinu. Po překročení určité 

teplotní hranice se hydrofobní oblasti ovalbuminu exponují, dochází k agregaci proteinových 

molekul a tvorbě trojrozměrné sítě, která váže vodu a přeměňuje původní tekutý roztok na pevný, 

nevratný hydrogel (Wang et al., 2025). Z hlediska mechanismu gelace stojí za zmínku porovnání 

chování ovalbuminu s jinou živočišnou bílkovinou – želatinou. Ta se při zahřátí rozbalí, nicméně 

ke gelaci dochází až při zchlazení; vzniklý gel je reverzibilní a při opětovném zahřátí se znovu 

rozpouští. 

Podle Gomes & Pelegrine (2012), kteří zkoumali vliv teploty a pH na rozpustnost sušeného 

vaječného bílku, byla nejnižší rozpustnost zjištěna při 60 °C. Výsledky ukázaly, že teplota i pH 

výrazně ovlivňují vznik agregátů a snižují funkční vlastnosti bílkovin. Vyšší pH (9) může díky 

silnějším elektrostatickým odpudivým silám dočasně zpomalit agregaci, avšak při vyšších 

teplotách dochází k denaturaci a srážení i za těchto podmínek. Naopak při nižším pH (7,5) dochází 

ke koagulaci rychleji (Gomes & Pelegrine, 2012).  

Holme (1962) popisuje tepelnou denaturaci a agregaci čistého krystalického ovalbuminu. 

Na základě experimentů v pH rozmezí 5,5–8,5 prokázal, že při zahřívání dochází k rychlé 

denaturaci a následné agregaci bez vzniku stabilních meziproduktů, což naznačuje prakticky 

okamžitý přechod po dosažení určité prahové teploty (cca 65 °C) (Holme, 1962).  

Přestože Gomes & Pelegrine (2012) pracovali s komplexní směsí bílkovin přítomných 

v sušeném vaječném bílku a Holme (1962) se věnoval pouze čistému ovalbuminu, obě práce 

dokazují, že koagulace začíná v obdobném teplotním rozmezí. Ovalbumin tak určuje chování 

celého systému při zahřívání. 

V práci Wasas et al. (1999) autoři ověřovali použití Dorsetova vaječného média 

pro dlouhodobé uchovávání životaschopnosti Neisseria meningitidis a Haemophilus influenzae 

typu b. Médium bylo připraveno smísením rozšlehaných slepičích vajec s fyziologickým roztokem 

v poměru 3:1. Směs byla následně zahřívána při 80 °C po dobu 60 minut, čímž došlo ke koagulaci 

proteinů, vytvoření pevného média a stejně tak sterilizaci. 
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Na takto připravené médium bylo inokulováno dvacet izolátů N. meningitidis a dvacet 

izolátů H. influenzae typu b. Výsledky ukázaly, že všechny izoláty N. meningitidis zůstaly 

na Dorsetově médiu životaschopné minimálně 21 dní a 95 % přežilo i po 32 dnech. U H. influenzae 

byly výsledky obdobně příznivé (Wasas et al., 1999). 

Vaječný bílek nicméně obsahuje řadu antimikrobiálních složek, které inhibují bakteriální 

růst. Mezi nejvýznamnější patří lysozym, jenž narušuje buněčné stěny bakterií, ovotransferin, 

který váže železo a tím brání jeho využití bakteriemi, a také avidin, jenž váže biotin – důležitý 

růstový faktor. 

Tuto problematiku zkoumali Baron et al. (2020), kteří se zaměřili na baktericidní účinek 

bílkovin vaječného bílku vůči Salmonella enterica serovar Enteritidis, a to při teplotě 45 °C, 

odpovídající tělesné teplotě slepice během produkce vajec. Na rozdíl od Dorsetova média, 

které je tepelně upraveno při 80 °C a tím dochází k inaktivaci antimikrobiálních proteinů, autoři 

této studie pracovali s nativním, tepelně neupraveným bílkem, tedy s proteiny v jejich biologicky 

aktivní formě. Připravili tři typy experimentálních médií na bázi čerstvého slepičího bílku: nativní 

bílek (EW, z anglického egg white), filtrát bílku zbavený větších proteinů (EWF, egg white filtrate), 

a modelové médium (EWMM, egg white model medium), které obsahovalo 90 % proteinového 

filtrátu (EWF) a 10 % nativního bílku (EW). Výsledky ukázaly, že při kultivaci došlo ve všech 

testovaných médiích k výraznému poklesu počtu životaschopných buněk. Zajímavé však bylo, 

že tomu tak bylo i ve filtrátu zbaveného větších proteinů. Z toho autoři usuzují, že k inhibici růstu 

bakterií nedochází výhradně působením výše vypsaných proteinů (Baron et al., 2020). 

7.2 Rostlinné zásobní orgány 

W. H. Davis (1933) popisuje, že na počátku 20. století byly sterilní plátky vařených 

brambor („potato plugs“) považovány za plnohodnotné médium schopné poskytnout 

mikroorganismům vlhké a nutričně bohaté prostředí. Ve své práci zároveň uvádí metodiku 

aseptické přípravy a inokulace těchto plátků, které se vkládaly do Petriho misek (Davis, 1933). 

Nutriční hodnota brambor vychází především z vysokého obsahu škrobu. Při tepelné 

úpravě dochází k želatinaci přítomného škrobu. Škrobová zrna bobtnají, vážou vodu a vytvářejí 

pevnou, pórovitou matrici schopnou zadržet živiny. Díky těmto vlastnostem se brambory ukázaly 

jako jednoduché, improvizované pevné médium vhodné pro pozorování morfologie bakteriálních 

kolonií. 

Morgan a Avery (1923) popsali, že sterilní kousky zeleniny, například tuřín, mrkev, 

červená řepa nebo sladké brambory přidané do bujónu výrazně stimulují růst pneumokoků 

a streptokoků. Tento efekt byl patrný i u minimálního inokula, které by v prostém bujónu růst 
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nezahájilo. Autoři ho přisuzovali přítomnosti termostabilních růstových faktorů v rostlinné tkáni 

(Morgan & Avery, 1923). 

Podobný jev potvrzují i novější práce. Youssef et al. (2016) popsali tzv. plant-based 

culture media připravovaná z rostlinných šťáv a homogenátů, která podporovala růst bakterií rodů 

Enterobacter, Klebsiella, Bacillus či Azospirillum. V některých případech tato média dokonce lépe 

odrážela diverzitu rhizobakterií než standardní živný agar (Youssef et al., 2016). 

Vařená zelenina funguje jako „přírodní agar“ nejen díky svému nutričnímu obsahu, 

ale hlavně díky struktuře pletiva. Buněčné stěny tvořené celulózou, hemicelulózou a pektiny 

spolu s nabobtnalými škrobovými granulemi po tepelné úpravě vytvářejí pevnou, hydrofilní 

matrici, která zadržuje vodu i živiny. Mechanismus je funkčně podobný agaru. Polymerní síť tvoří 

nosič, zatímco živiny zůstávají rozpuštěny v tekuté fázi. 

Řezné plochy čerstvé zeleniny vytvářejí specifické mikroprostředí s vysokou vlhkostí 

a přístupem buněčných šťáv. Garrood et al. (2004) demonstrovali, že bramborové disky s čerstvě 

odhalenou parenchymatickou tkání podporují rychlou adhezi Listeria monocytogenes 

a Pseudomonas fluorescens; rovnovážného stavu adheze bylo dosaženo už během 60 minut 

(Garrood et al., 2004). Podobné výsledky získali Abdul-Raouf et al. (1993), kteří sledovali růst 

E. coli O157:H7 na řezných plochách mrkve a salátu a potvrdili zásadní vliv struktury pletiv 

i obsahu volné vody na osídlení povrchu bakteriemi (Abdul-Raouf et al., 1993). 

Nemr et al. (2021) prokázali, že intaktní segmenty listů nebo kořenů vložené 

do polotuhého agarového roztoku vytvářejí „hostitelsky kompatibilní“ matrici, která zachovává 

přirozené gradienty vody, plynů a difuzně přenášených látek. Tento substrát umožnil obohacení 

endofytů až na úroveň >10⁷ MPN g⁻¹ (MPN = Most Probable Number, nejpravděpodobnější počet 

(životaschopných) bakterií) a zároveň udržel širší diverzitu izolovaných kmenů než standardní 

komerční média. Stěžejním faktorem bylo zachování celistvosti rostlinné tkáně. Samotný agar byl 

sterilizován zvlášť a rostlinné segmenty se přidávaly až po jeho ochlazení (Nemr et al., 2021). 

Na tyto výsledky navázali Elsawey et al. (2022), kteří zjistili, že rozhodující není nutriční 

bohatost rostlinného extraktu, ale především zachování fyzikální struktury pletiva. 

Dokonce i při nízkých koncentracích výluhu (25–50 mL L⁻¹) z parenchymu vojtěšky či pšenice bylo 

možné kultivovat široké spektrum endofytů, zatímco standardní R2A agar výrazně zvýhodňoval 

rychle rostoucí druhy (Elsawey et al., 2022). 

Nový vhled do této problematiky přinesli Kochanowski et al. (2023), kteří prokázali, 

že mikrostruktura a mechanické vlastnosti substrátu ovlivňují nejen adhezi, ale i biomechaniku 

bakteriálních kolonií. Serratia marcescens a Pseudomonas aeruginosa pěstované na agarových 

gelech různé tuhosti vykazovaly změny rigidity kolonie o několik řádů podle obsahu vody v médiu. 

Měkké, vodou přesycené podklady vedly k expanzivním a méně soudržným koloniím s volnější 
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extracelulární polymerní substancí, zatímco hustší substráty podporovaly kompaktní 

a mechanicky odolné biofilmy (Kochanowski et al., 2023). 

Stejný princip lze vztáhnout i na přirozený parenchym brambor nebo řepy. Jejich vysoký 

obsah volné vody a pektinů vytváří pórovitou matrici, která nasává buněčný exsudát a usnadňuje 

uchycení bakterií i expanzi kolonií podobným způsobem jako agar v nízkých koncentracích. 

8. Závěr 

Pevná kultivační média umožňují izolaci druhů z komplexních společenstev i jejich 

fenotypovou charakterizaci, a práce se proto zaměřila na fyzikálně-chemické principy jejich 

tvorby a možnosti využití různých hydrofilních polymerů jako alternativních ztužovadel. 

Agar, jenž se stal zlatým standardem od dob Roberta Kocha, prokázal své jedinečné 

vlastnosti v podobě teplotní hystereze, chemické inertnosti a minimálního vlivu na růst většiny 

bakterií. Želatina jako historický předchůdce agaru ilustruje odlišný proteinový mechanismus 

gelace a zároveň ukazuje limity, které vedly k jejímu nahrazení. Pektin a škrob zastupují přírodní 

polysacharidové systémy, jejichž gelace je řízena odlišnými fyzikálními principy a které mohou 

nalézt didaktické uplatnění při demonstračních pokusech. Chitosan a silikagely představují 

moderní alternativy s potenciálem pro aplikace mimo klasickou mikrobiologii, zejména v oblasti 

biotechnologií a experimentálních modelů. 

Zvláštní pozornost byla věnována i komplexním přírodninám, jako jsou vaječný bílek 

a rostlinné zásobní orgány, které umožňují vytvořit sterilní pevný substrát bez nutnosti přídavných 

polymerů. Tyto jednoduché systémy ukazují, že základní principy kultivace bakterií lze 

demonstrovat i mimo specializované laboratoře a otevírají prostor pro využití v domácích 

či školních podmínkách. 
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