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Abstrakt

Tato bakalarska prace se zabyva pevnymi kultivacnimi médii vyuzivanymiv mikrobiologii,
se zaméfenim na agar jako standardni ztuzovadlo a jeho alternativy. Popisuje fyzikalné-chemické
principy gelace hydrofilnich polymer( a jejich vliv na strukturu média. Hlavni ¢éast je vénovana
agaru, jeho historii, chemickému slozeni, mechanismu tvorby gelu a interakci s bakteriemi.
Nasleduje prehled vybranych pfirodnich ztuzovadel - Zelatiny, pektinu, Skrobu
a chitosanu —s dlrazem na jejich vlastnosti a mozZnosti pouziti pfi kultivaci mikroorganismu.
Zminény jsou také synteticke silikagely a komplexni pfirodniny, napfiklad vajeCny bilek a rostlinné
zasobni organy, které mohou slouzit jako jednoducha pevna média. Cilem prace bylo shrnout
poznatky o rdznych typech pevnych médii, porovnat jejich vlastnosti a zhodnotit potencial

alternativnich polymer( pro pfipravu kultivaénich substrat(.

Klicova slova: pevna média, agar, Zelatina, pektin, Skrob

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. Uvod

Kultivace mikroorganismU na pevnych médiich je nezbytnéa pro izolaci Cistych kultur,
sledovani morfologickych znak( kolonii i hodnoceni biochemickych vlastnosti bakterii.
Pri pfipraveé téchto médii hraji zasadni roli ztuzujici latky, z nichZz se dnes nejcastéji pouziva agar
pro svou chemickou stabilitu, vhodné teplotni vlastnosti a proto, Ze jej vétSina bakterii
nemetabolizuje. Kromé né&j vSak existuje fada pfirodnich i syntetickych polymer( se srovnatelnymi
fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, jejichz zkoumani pfinasi jak pohled na historicky vyvoj
kultivacnich technik, tak moznosti pfipravy alternativnich médii vyuzivajicich odlisné
mechanismy gelace.

Tato bakalarska prace se zamérfuje na prehled a porovnani pevnych kultivaénich médii,
zejména na fyzikdlné-chemické vlastnosti ztuZujicich polymertd. Hlavni pozornost je vénovana
agaru jako standardnimu zastupci a dale vybranym alternativam - Zelating, pektinu, Skrobu,
chitosanu a silikagellim. Tyto polymery byly zvoleny pro sv(j historicky vyznam, pfirodni ptvod
nebo specifické vlastnosti umoznujici odliSny mechanismus tvorby gelu. Samostatna kapitola
se zabyva vyuZzitim komplexnich pfirodnin, jako jsou vajeCny bilek ¢i rostlinné zasobni organy,
které mohou slouzit jako jednoducha a dostupna pevna kultivaéni média.

Cilem prace je shrnout dostupné poznatky o fyzikalné-chemickych principech tvorby
pevnych kultivaénich médii, charakterizovat vlastnosti vybranych hydrofilnich polymer(
a zhodnotit jejich vyuzitelnost pro kultivaci bakterii. Prace si klade za ukol poskytnout srovnani

klasického agaru s jeho alternativami a ukazat, jak rizné ztuzujici latky ovliviiuji vysledné médium.

2. Kultivace bakterii na pevnych médiich

V tekutych médiich neni prostorova separace jednotlivych bunék mozna. Jejich mnozeni
se projevuje spise celkovymi makroskopickymizménami, jako je zakaleni kultury, vznik sedimentu
na dné ¢i tvorba biofilmu na hladiné. Tyto projevy, podminéné jednak metabolismem
mikroorganismu, jednak konkrétnimi kultivaénimi podminkami, vSak neposkytuji dostatecné
informace o druhovém sloZeni populace. Proto je pro Ucely izolace a identifikace nezbytné
pfeockovani na pevné médium.

Pevna kultivacni média, nejcastéji na bazi agaru, umozfuji separaci smiSenych
bakteridlnich populaci na jednotlivé kolonie. Pfi naneseni smésné kultury na povrch pevného
média dochazi k postupnému zfedovaniinokula a k fyzickému oddéleni jednotlivych bakterialnich
bunék. Po inkubaci vyrUstaji izolované kolonie, z nichZ kazda zpravidla pochazi z jediné bunky
a tvofi tak Cistou kulturu jednoho druhu. Tento princip je kliCovy pro naslednou izolaci, identifikaci

a detailni studium konkrétnich mikroorganismd (*Bonnet et al., 2020).



Razné druhy bakterii na pevnych médiich vytvareji kolonie odliSného vzhledu.
LiSi se velikosti, tvarem, okraji, barvou i povrchovou strukturou. Morfologie kolonii patfi mezi
klasické fenotypové znaky vyuZzivané pfi charakterizaci a identifikaci bakterii. Typickym pfikladem
je E. coli, kterda na standardnim agaru tvofi hladké, kruhové kolonie (Hasman et al., 2000).
Na pevnych médiich se zaroven zietelné projevuji nékteré fenotypové vlastnosti mikroorganismd.
Patfi k nim napfiklad tvorba pigmentu.

U Staphylococcus aureus jde o charakteristicky zlaty staphyloxanthin, jenz chrani buriku
pred oxidativnim stresem a pfispiva k jeji virulenci (Liu et al., 2005). DalSi vyznamny znak
predstavuje hemolyza na krevnim agaru, vyuzivana k diferenciaci streptokokt a pfibuznych druh.

Pozorovani takovych znakd je umoznéno sloZzenim média. To ¢asto obsahuje indikatory
metabolismu. Agar lze obohatit o barviva, sacharidy Ci krev, které méni vzhled kolonii nebo
okolniho agaru v zavislosti na metabolickych vlastnostech mikroorganismu. Krevni agar
tak umoznuje odliSit bakterie podle schopnosti lyzovat erytrocyty. B-hemolyza se projevi Cirou
zénou kolem kolonie, a-hemolyza nazelenalym zbarvenim a y-hemolyza absenci viditelné zmény
(Woltjes et al., 1981). Jinym klasickym pfikladem je MacConkey agar, obsahujici laktézu a pH
indikator neutralni Cerven. Fermentace laktdzy (napf. u E. coli) vede ke vzniku kyselin a zEervenani
kolonii, zatimco nefermentujici bakterie, jako Salmonella spp., z(stavaji bezbarvé. Krystalova
violet a Zlucové soli soucasné potlacuji rast grampozitivnich bakterii, ¢imz médium zajistuje
selektivitu pro gramnegativni enterobakterie (Park et al., 2011).

Pevna média maji zasadni vyznam i pro kvantifikaci zivotaschopnych bunék pomoci
tzv. viabilni pocetni metody. Tato metoda je zalozena na sériovém fedéni vzorku a nasledném
vysevu na pevné kultivacni médium. Po inkubaci se kolonie spocéitaji s pfedpokladem, ze kazda
vznikla z jediné Zivotaschopné buriky ¢i jejiho shluku. Podle poctu kolonii a znamého fedéni
se uréi koncentrace mikroorganismi v plvodnim vzorku, obvykle ve formé jednotek tvoficich
kolonie (colony forming units, CFU) na mililitr nebo gram (Meyer et al., 2023).

V tekutych médiich lze sice sledovat Zivotaschopnost alternativnimi metodami,
napfiklad fluorescenénimi barvivy v kombinaci s prltokovou cytometrii, které rozliSuji bunky
podle integrity cytoplazmatické membrany. Tyto pfistupy v8ak neposuzuji schopnost bunék rist

a vytvaret kolonie, a vysledky se tak mohou od klasické CFU metody liSit (Berney et al., 2007).

3. Obecna fyzikalné-chemicka charakteristika ztuZujicich polymert a mechanismu gelace

Hydrofilni polymery jsou makromolekularni struktury nesouci vysoky podil polarnich
funk&nich skupin, zpravidla hydroxylovych ¢&i karboxylovych. Diky nim vstupuji do interakci
s vodnym prostiedim pomoci vodikovych mustkd. V dehydratované formé se obvykle ve vodé

nerozpousteéji; teprve pfi zahtfati k teplotdm blizkym bodu varu dochazi k rozruSeni



intra- iintermolekularnich vodikovych vazeb a k rozpadani makromolekulnich agregatd,
¢imz se polymerni sit stava dispergovatelnou. Vznikly viskdzni roztok se pfi nasledném
ochlazovani znovu uspofadava do trojrozmérné sité, charakterizované fyzikalné stabilni gelovou
matrici. Tento proces, oznaCovany jako termoreverzibilni gelace, tvofi zaklad pfipravy celé fady
systémU — od Zelatinovych a agarovych gelll az po pektinové a Skrobové disperze (Nordby et al.,

2003).

4. Agar

4.1 Historie zavedeni agaru do bakteriologie

V historii mikrobiologie se jen maloktera latka stala tak zasadni soucasti vyzkumu jako
agar. Prvni védecky popis jeho vyuziti v bakteriologii pochazi z pera Roberta Kocha. V praci
Die Atiologie der Tuberkulose, oti§téné 10. dubna 1882 v Berliner Klinische Wochenschrift se pise:
»Tuberkuldzni bacily [ze kultivovat i na jinych Zivnych substratech, pokud maji podobné vlastnosti
jako ztuhlé krevni sérum. Napfiklad rostou na Zelé pfipraveném z agaru, které zistava pevné
pritélesné teploté a obsahuje pfidavek masového bujonu a peptonu.“ Timto popisem Koch
oznacil agar jako vhodnou matrici pro rlist Mycobacterium tuberculosis pfi teploté lidského téla
(Koch, 1882, s. 225).

Za napadem vSak stéla Zena, jejiz jméno se do oficidlnich zapist dostalo jen okrajové.
Podle dochovanych dopisdi Walthera Hesse, lékafe a spolupracovnika Roberta Kocha,
a archivnich materidld z Kochovy laboratofe byla autorkou mySlenky Fanny Angela Hesse,
manzelka Walthera Hesse. Zdrojem tohoto tvrzeni je prace Arthura P. Hitchense a Morrise
C. Leikinda z roku 1939, ktera analyzuje plvod metody na zékladé rodinné korespondence
a laboratornich zaznama (*Hitchens & Leikind, 1938). Walther Hesse ve své metodické stati z roku
1884 v Mitteilungen aus dem Kaiserlichen Gesundheitsamte nazyva agar ,nejvhodnéjSim
ztuzovadlem® a vyslovné pficita jeho zavedeni doporuéeni své manzelky (Hesse, 1884). Sama
Fanny nikdy nic nepublikovala. Jeji pfinos zname diky nepfimym svédectvim, ale pravé ona
prfenesla zkuSenost ze své kuchyng, kde se agar pouzival jako cukraiska zelatina, do prostiedi

laboratorni védy.

4.2 Slozeni a vyroba agaru

Agar je produktem cCervenych mofskych fas, zejména rod( Gelidium a Gracilaria,
kde funguje jako strukturalni slozka bunécnych stén (Ji, 1997, cit. dle Fu & Kim, 2010). Komeréni
vyroba sestava ze suSeni fas, pokracuje varem ve vodé, pfi némz se polysacharidy uvolni,
nasleduje filtrace a ciSténi. Stézejnim krokem je oddéleni dvou hlavnich frakci: agarézy

a agaropektinu (*Armisén, Galatas, & Hispanagar, 2000). Typickd smés obsahuje zhruba 70 %



agarézy a 30% agaropektinu (Duckworth & Yaphe, 1971). Cista agaréza, zbavena skupin
s nabojem, zejména sulfatovych, se pouziva pfedevSim v molekularni biologii pfi elektroforéze.

Agardza je linearni heteropolysacharid sloZzeny z opakujicich se jednotek agarobidzy
(D-galaktézy a 3,6-anhydro-L-galaktézy) propojenych a-(1->3) a B-(1->4) glykosidickymi vazbami.
Tato struktura ji pfi ochlazeni umoznuje vytvaret stabilni trojrozmérnou sit. Vysledny gel
je termoreverzibilni. Taje pfi 85-90 °C a tuhne v rozmezi 35-40 °C (Ghebremedhin et al., 2021).
Prave tepelna hystereze agaru umoznuje jeho pouziti pfi kultivaci bakterii v inkuba&nim rozmezi
kolem 37°C. Diky rozdilnym teplotdm tani a tuhnuti lze roztavené médium nalévat jeste
za relativné vysokeé teploty, aniz by zacalo gelovat, a po vychladnuti zGstava pevné i pti teploté
lidského téla. To umoZnuje pfipravit Petriho misky nebo zkumavky s pevnym médiem,
které si béhem inkubace pfi 37 °C udrzi svou strukturu.

V mikrobiologii se koncentrace agaru voli podle ucelu kultivace. Pro pevna média
se bézné pouzivda 1-3% (w/v). Pro specifické aplikace, jako je studium bakterialni motility
a chemotaxe, se vyuziva tzv. soft agar v nizSich koncentracich, typicky mezi 0,15-0,35 % (w/v),
coz umoznuje pohyb bakterii a tvorbu migracnich prstenct (Croze et al., 2011). Vy$si koncentrace
agaru, napt. 5-7 % (w/v), byvaji naopak vyuzivany ke studiu vlivu struktury gelu na rQst bakterii

(Stecchini et al., 2001).

4.3 Mechanismus gelace agaru

Wang et al., (2011) uvadi, Ze gelace agaru probiha ve tfech navazujicich fazich. V prvnim
kroku, po povafeni roztoku, dochazi k rozruSeni vodikovych muUstkd mezi polymernimi fetézci
a kjejich Uplné hydrataci. Retézce se v horkém roztoku rozptyli a vznikd homogenni tekuty sol,
predstupen gelu.

S klesajici teplotou nastupuje faze gelizacni. Polymerni vldkna agaru se staceji
do levotocivych dvojitych helix( a antiparalelné se uspofadavaji do trojrozmérné sité. Kinetika
tohoto procesu odpovida Arrheniové rovnici, ktera popisuje, jak teplota ovliviiuje rychlost
chemickych a fyzikalnich proces(. Aby se vazby mezi vlakny vytvorily, je potfeba urcité mnoZstvi
energie, vtomto pfipadé se pohybuje v rozmezi 39-74 kJ/mol. To odpovida energii vodikovych
mustkd, které jsou hlavnim stabilizaénim prvkem drZicim tuto prostorovou strukturu pohromadé.

Zaroven se pfi ochlazovani agaru dlouhé molekuly samovolné spojuji do mensich
shlukd. Jakmile se takové shluky vytvofi, usnadnuji vznik dalsich, takze tento proces postupuje
stale rychleji. V literature je tento typ samovolné agregace popisovan jako autokatalyticky proces.
Doprovazeno je to i Ostwaldovym zranim, pfi kterém se malé a méneé stabilni shluky postupné
rozpadaji a material z nich uvolnény se pfidava k vétsim a pevnéjSim celklim. Tim se vytvafi

propojena prostorova sit, ktera zplsobuje ztuhnuti roztoku. Jeji pevnost, vyjadiena elasticitnim



modulem G', se zvySuje s rostoucim mnozstvim agaru a zavisi na ném podle mocninného vztahu.
Kdyz se méfi reologické vlastnosti pfi chlazeni, viskozita u agaru typicky neroste linearné, ale ma

tvar sigmoidalni kfivky (obrazek 1) (Lahrech et al., 2023).
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Obrazek 1: Typicka kfivka viskozity agarového roztoku. Zavislost logaritmu viskozity (In n) na teploté (1000/T).
Tc—teplota, nad niZ se roztok chova jako klasicka viskdzni kapalina, Ty - teplota gelace, pfi niZ viskozita roste.
Prevzato z (Lahrech et al., 2023).

Treti faze, popsana Wangem (2011), uz nové vazby nevytvafi. Sit se spiSe ustaluje
adochazi k pomalému uvolhovani molekul vody zachycenych v pdrech gelu. Tento proces,
syneréza, vede k mirnému zmensSeni objemu gelu a ma nizkou energetickou naro¢nost (okolo
7 kJ/mol).

Vysledna gelova struktura je stabilizovana predev8§im vodikovymi mdastky mezi
3,6-anhydro-L-galaktézou a D-galaktézou. Rentgenova difrakce odhalila, ze zakladni jednotkou
je levotocivy dvojity helix s periodicitou 0,95 nm (Arnott et al., 1974).

Chemicka Ccistota a podminky pfipravy maji zasadni vliv na vysledny gel.
Pri dlouhodobém vystaveni teplotdm okolo 80 °C dochézi k hydrolyze a oxidaci polysacharidd,
coz vede ke snizeni pH, poklesu viskozity, ztraté elasticity a oslabeni pevnosti gelu. Mikroskopické
arentgenové analyzy ukazuji, Ze ,starnouci“ roztoky maji hrubSi a méné homogenni
mikrostrukturu nez cCerstvé zhotovené pfipravky (Mao et al.,, 2016). Dulezitym faktorem
jeisyneréza — postupné vypuzovani volné vody - ktera je vyraznéjsi pfi nizSich koncentracich
agardézy a ovliviiuje dlouhodobou stabilitu média (Ghebremedhin et al., 2021). Kfehkou rovnovahu
mechanickych vlastnosti mize dale meénit iontova sila prostfedi: pfitomnost kationt( jako

Li* ¢i Na™ modifikuje elasticitu a odezvu gelu na mechanické zatiZzeni (Sacco et al., 2014).



4.4 Metabolismus agaru bakteriemi

Z nutricniho hlediska je agar povazovan za inertni matrici. VétSina laboratornich
a klinickych kmen( postrada enzymy schopné $tépit jeho polysacharidové vazby. Vyjimkou jsou
mofrské bakterie, napriklad rody Vibrio, Pseudoalteromonas, Agarivorans, Saccharophagus,
Alteromonas, Shewanella Ci Zobellia galactanivorans. Ty produkuji B- a a-agarasy, které Stépi
agarozu na oligo- a monomery, z nichz bakterie pfimo ziskavaji uhlik jako zdroj energie. (*Oh et al.,
2005). Byly popsany i konkrétni pfipady, napfiklad kmeny Shewanella algae a Microbulbifer
elongatus dokazi rlist na médiu s agarem jako jedinym zdrojem uhliku. Jejich enzymaticka aktivita
byla dolozena Lugolovou reakci a detekci redukujicich cukrl (Kandasamy et al., 2020).

Dlouho prevladal nazor, ze agar je pro mikroorganismy zcela inertni a neovliviiuje jejich
rdst. Prvni publikovana préace, kterd se mi podafila nalézt a ktera spojuje vznik peroxidu vodiku
pfi sterilizaci agaru s fosfatovymi pufry s inhibici bakterialniho ristu, je studie Tanaka et al. (2014).
Autofi prokazali, Ze agar m(zZe nepfimo omezovat rast nékterych bakterii citlivych na pfitomnost
kysliku. Nasledné testy odhalily, ze pficina nelezi v polysacharidovém skeletu agaru,
ale ve vedlejSich reakcich pfi sterilizaci. Autoklavovani agaru spolec¢né s fosfatovymi
pufry —tzv. PT protokol (,,phosphate together”) vede k tvorbé reaktivnich kyslikovych forem,
predevsim peroxidu vodiku, ktery uz v mikromolarnich koncentracich vyznamné sniZzuje pocet
ziskanych kolonii u obligatnich anaerob(l (Tanaka et al., 2014). Zavedeni alternativniho postupu,
kdy se agar a fosfatové pufry sterilizuji zvlast a misi az po autoklavovani (tzv. PS protokol,
»phosphate separately”), pfineslo zvySeni diverzity i poCtu izolovanych kolonii. DalSi prace
potvrdily pfitomnost H,0, v médiich pfipravenych tradi¢ni metodou a popsaly jeho selektivni
ucinek naanaerobni a obtizné kultivovatelné mikroorganismy (Kato et al., 2020). Pro bézné
pouzivané druhy — enterobakterie, stafylokoky a dalsi modelové mikroorganismy vSak nebyl nikdy
prokazan ptimy inhibi¢ni vliv agaru. V dobfe pfipravenych médiich z(stava agar pouze neutralnim
nosi¢em, ktery neovliviiuje rlst téchto kmen(. Vzéacné inhibitory jsou tedy spiSe odrazem

steriliza¢ni techniky nez inherentni vlastnosti agaru.

5. Alternativni ztuzovadla

Razné skupiny hydrofilnich polymer0 vykazuji pfi ztuzovani vodnych roztokd rozmanité
fyzikalné-chemické mechanismy, které se zfetelné promitaji do struktury a vlastnosti vysledného
cotta. Zastupuiji totiz dva zakladni zpUsoby, jimiZ se utvafi pevna média: gelace polysacharidova
(8krob, agar, pektin) a gelace proteinova (Zelatina, vajecny bilek).

U Skrobu dochazi pfi zahfati a nasledném ochlazeni k tvorbé trojrozmeérné sité tvofené

amylopektinem a amylézou. Voda je v tomto systému véazana prevazné fyzikalné mezi



polysacharidovymi fetézci. Zelatina proti tomu spoléhd na &astednou renaturaci kolagenovych
trojitych helix(, které se pfi ochlazeni zpeviuji slabymi vodikovymi a van der Waalsovymi
interakcemi. Oba mechanismy, polysacharidovy i proteinovy, pfedstavuji zakladni archetypy
gelace vyuzitelné i v pfipravé kultivacnich médii.

Vybér konkrétnich hydrofilnich polymerll - agaru, Zelatiny, pektinu, Skrobu
a chitosanu -vychazi z jejich historického i praktického vyznamu pro pfipravu pevnych médii.
Agar predstavuje zlaty standard mikrobiologie, Zelatina byla jeho pfimym pfedchldcem a diky své
proteinové povaze nabizi kontrastni mechanismus gelace. Pektin a Skrob zastupuji nejbézné;si
polysacharidové gely pfirodniho plvodu s odliSnymi fyzikalné-chemickymi principy tuhnuti,
coz umozniuje porovnat rdzné typy polymernich siti. Chitosan byl zafazen pro své specifické
biologické vlastnosti a potencial v oblasti modernich biotechnologii, zatimco silikagely
predstavuji pfiklad syntetickych systém( s moznosti precizniho fizeni struktury a difuznich

vlastnosti.

5.1 Zelatina

Zelatina je proteinovy hydrogel vznikajici ¢asteCnou hydrolyzou kolagenu. PF¥i zahtati
se trojité helixy kolagenu rozvoliuji a jednotlivé polypeptidové fetézce prechazeji
do neusporadané klubkovité formy (random coil). Flory a Weaver (1960) prokazali,
Ze pfi nasledném ochlazeni dochazi k reverznimu procesu, pfi némz se fetézce spontanné znovu
seskupuji do trojité Sroubovice. Tyto vznikajici helikdlni segmenty funguji jako fyzikalni uzly
(junction zones), které propojuji molekuly do trojrozmérné sité a vytvareji tak pevny gel
(Flory & Weaver, 1960).

Tepelnou stabilitou Zelatinovych geld a vlivem podminek jejich pfipravy se zabyvali
Vyazovkin a Dranca (2009). Pomoci diferen¢ni skenovaci kalorimetrie dolozili, Ze aktivacni energie
tani neni konstantni, ale b&€hem procesu se méni v disledku postupného rozpadu sitovych uzld
tvofenych trojitymi helixy. U gell pfipravenych pfi stalé teploté zjistili vysoké pocatecni hodnoty
(cca 160-190 kJ/mol), coz odpovidad kooperativnimu rozruSeni nékolika vodikovych vazeb
soucasné. DulezZitym zjisténim bylo, Ze teplota gelace zasadné ovliviiuje stabilitu sité. Tedy vyssi
teploty vedly ke vzniku odolnéjsich gelll. Autofi také prokazali, Ze tani Zelatiny je Castecné
reverzibilni proces, pfi némz mohou uvolnéné polypeptidové segmenty znovu vytvaret nové uzly.
Tyto poznatky jsou vyznamné i pro mikrobiologii, protoze ukazuji, Zze pevnost a stabilita
Zelatinového média zavisi nejen na koncentraci Zelatiny, ale i na teplotnim rezimu jeho pfipravy
(Vyazovkin & Dranca, 2009).

Reologicka méreni ukazala, ze ¢im vysSi je koncentrace Zelatiny, tim pevnéjsi a tuzsi gel

vznika. Tato pevnost Uzce souvisi s mnoZstvim vytvorenych trojitych helixd, které pfi ochlazovani



propojuji polypeptidové fetézce do sité. Elasticita je dana pfitomnosti vodikovych mustkd, které
fetézcl. Joly-Duhamel et al. (2002) navic zjistili, Ze tento vztah mezi mnoZstvim helix(l a pevnosti
gelu plati bez ohledu na to, z jakého zdroje zelatina pochazi nebo jakym teplotnim rezimem byla
pfipravena (Joly-Duhamel et al., 2002).

Starsi reologicka méreni, prace autort Gilsenan a Ross-Murphy (2000), uvadi, Ze teplota
tani béznych komercénich Zelatinovych geld lezi vyrazné pod 35 °C. To znamena, Ze pfi inkubaci
vbézném mikrobiologickém rozmezi 35-37°C ztraci médium svou pevnou strukturu
(Gilsenan & Ross-Murphy, 2000).

Zelatina v kultivaénich médiich neslouzi pouze jako ztuZovadlo, ale i jako indikator
enzymatické aktivity nékterych bakterii. Uspé&Snost detekce gelatinolytické aktivity
mikroorganism( je zna¢né ovlivnéna zvolenou metodou. Na tuto skutecnost upozornili
Pickett et al. (1991), ktefi srovnavali pét rlznych metod testovani gelatindzy. Jednim z feSeni
tohoto problému je pouziti pevnych agarovych médii s pfidavkem Zelatiny, ktera umoznuji
spolehlivou detekci enzymatické aktivity i pfi teplotach 30-35 °C, kdy Zelatina v pevném médiu
ztekutéla a ztratila diagnostickou hodnotu. Agar zajisti stabilitu prostredi, zatimco Zelatina zde
slouzi jako specificky substrat pro extracelularni proteazy (Pickett et al., 1991).

S tymiz principy detekce gelatinolytické aktivity pracuje Pathade et al. (2024). Autofi
v ni testovali padni izolaty z rliznych stanovist. Izolaty byly inokulovany na pevna kultivacni média
obsahujici 2 % zelatiny (w/v) jako jediny proteinovy substrat.

Po inkubaci pfi riznych teplotach byly jako pozitivni oznaceny ty kmeny, které vytvarely
kolem kolonie jasné ohrani¢ené hydrolyzacni zény, svédcici o rozkladu zelatiny enzymatickou
aktivitou. V naslednych testech enzymatické aktivity byly purifikované enzymy testovany
pfi riznych koncentracich substratu (0,5-4 % Zelatiny).
detekci gelatinazové aktivity. Naopak vysSi koncentrace substratu, zejména nad 4 %, vedly
ke sniZzeni pozorované aktivity. Tento jev vysvétluji jako substratovou inhibici, kdy pfiliSna hustota
média brani efektivni difuzi enzymu a omezuje pfistup ke Stépitelnym vazbam.

Nejvyssi hodnoty enzymatické aktivity byly dosazeny pfi teploté 35-37 °C. Hodnoty pH
se mirné liSily podle zkoumaného druhu: Pseudomonas aeruginosa vykazovala nejvyssi aktivitu
pfi pH 7,0, Bacillus subtilis pti pH 7,5 a Aspergillus niger pti pH 6,5 (Pathade et al., 2024).

Pro mikrobiologické ucely znamend pouZziti Zelatiny jako pevného ztuzovadla riziko
degradace média samotnymi mikroorganismy (viz vy$e). To mUze kvlli ztuhnuti media vést
ke ztraté prostorového usporadani kolonii, nekontrolovatelnému rozsifeni kultur a ztraté presnosti

izolace. Rada bakterii a hub produkuje extracelularni gelatinazy, protedzy schopné hydrolyzovat



Zelatinovy gel. Smith Jr. a Goodner (1958) prokazali, Zze takova degradace média vede béhem
nékolika dni inkubace ke zkapalnéni a ztraté struktury, coZz znemoznuje spolehlivou izolaci

jednotlivych kolonii. Dalsi nevyhodou je nizka teplotni stabilita Zelatiny (Smith & Goodner, 1958).

5.2 Pektin

Pektin je rostlinny heteropolysacharid s hlavnim fetézcem tvofenym a-(1->4)-vazanou
kyselinou galakturonovou. Parametrem ovliviujicim schopnost pektinu tvofit gel je stupen
methylace (degree of methylation, DM). Podle toho se pektiny déli na vysokomethylové (HM, kde
DM > 50 %) a nizkomethylové (LM, kde DM < 50 %) (*Vriesmann & de Oliveira Petkowicz, 2017).

Vysokomethylové pektiny tvori gely obvykle pfivysoké koncentraci sacharézy (nad 55 %)
a nizkém pH (2,5-3,5). Kyselé prostiedi zajiStuje protonaci karboxylovych skupin, coz snizuje
odpudivé sily mezi fetézci pektinu. V takto pfipraveném systému pak dochazi k tésnému pfiblizeni
polymer( a ke vzniku stabilni gelové sité, kterou drzi pohromadé pfedevsim hydrofobni interakce
mezi methylesterovymi zbytky a vodikovymi mastky. Sacharéza v tomto procesu nepUsobi sice
jako pfimy situjici prvek, ale odvadi vodu od polymernich fetézcll, ¢imz zvySuje jejich vzajemnou
afinitu (Fraeye et al., 2010).

Zhao et al. (2020) uvadeji, Ze HM pektin je schopen vytvofit gel i pfi vySSich hodnotach
pH, nez je pro tento typ polymeru bézné. OvSem pouze za pfitomnosti dostate¢né vysoké
koncentrace sachardzy, alespon 65 %. Ve své studii pracovali se tfemi komercnimi jable¢nymi
pektiny s riznym stupném esterifikace (60,6 %, 66,1 % a 72,4 %) a prokazali vznik gelové sité
i pfi pH kolem 3,8. Gelace podle jejich pozorovani probiha ve dvou fazich: pfi zvySené teploté
dominuji hydrofobni interakce mezi methylesterovymi skupinami, zatimco pfi ochlazovani
se uplatriuji vodikové mastky, které strukturu dale stabilizuji (Zhao et al., 2020).

Pektin s nizkym stupném methylace (LM pektin), vytvafi gel prostfednictvim iontovych
vazeb, které vznikaji mezi karboxylovymi skupinami galakturonanového skeletu a dvoumocnymi
kationty, typicky Ca®*.

Tento mechanismus je klasicky popisovan tzv. ,egg box modelem®, kde se linedrni
fetézce pektinu paralelné seskupuji a vazi ionty vapniku, jez zapadaji mezi sousedni polymerni
vlakna jako vejce do kartonového obalu (obrazek 2). Takto usporadané uzlové body zajistuji

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



Obrazek 2: ,,Egg-box model“ Linearni Fetézce pektinu se paralelné seskupuji a vazi ionty vapniku.
Prevzato z (Grant et al., 1973).

Prikladem nam muze byt slunec¢nicovy pektin s DM ~27 % a DAm ~10 %, jez tvofi stabilni
iontové gely i pfi nizké koncentraci vapenatych iontll (Hua et al., 2015).

Vedle methylace ovliviiuje gelacii amidace (DAm) a acetylace (DAc). Amidované pektiny
(obvykle LM typy) maiji snizenou citlivost na prebytek Ca®* a tvofi meékéi, pruznéjsi gely
(Capel et al., 2005). Acetylace obvykle sniZzuje schopnost pektinu tvofit gel. Pfikladem je pektin
z cukrové fepy, ktery vykazuje nizky stupen methylace (~30%) a soucéasné vysoky stupen
acetylace (~13 %) Pektin z cukrové fepy ma kvuli tomu omezenou schopnost gelace a za béznych

podminek stabilni gel netvofi (tabulka 1) (Voragen et al., 2009).

Zdroj pektinu

citrus jablko slunecnice fepa banan
< DM (%) 68 69 27 30 68
()
g
g DAc (%) 1,5 3,5 0,4 13 0,5
.9 G l
[ v,e acez8 | acharéza sacharéza Cca** / sachardza
2 | pfitomnosti
s | Typ pektinu
= HM/LM HM HM LM LM HM

Tabulka 1: Srovnani gelovacich vlastnosti a chemickych parametr( pektini pochéazejicich z riznych rostlinnych zdroja.
DM (%) — stupern methylace pektinu, DAc (%) — stupen acetylace pektinu, Gelace za pritomnosti — Latky nebo ionty
nezbytné k vytvoreni gelu, HM (high methoxyl), LM (low methoxyl). Data o pektinu z citrusu pfevzata z (Cirimina et al.,
2020) a z (Voragen et al., 2009). Data o pektinu z jablka prevzata z (Canteri-Schemin et al., 2005) a z (Voragen et al.,
2009). Data o pektinu ze sluneénice prevzata z (Hua et al., 2015). Data o pektinu z Fepy pfevzata z (Ohlmaier-Delgadillo
etal., 2021). Data o pektinu z bandnu pfevzata z (Mada et al., 2022).

Ackoli pfimé vyuZiti pektinu jako samostatného ztuzovadla pro izolaci bakteridlnich
kolonii zatim popsano nebylo, v pevnych mediich se vyuziva. Shrestha et al. (2021) pouzili pevné
agarové médium obohacené pektinem k izolaci pektinolytickych bakterii z pldnich vzorkd.
Aktivita enzym byla potvrzena vznikem cirych hydrolyzacnich zén kolem kolonii.

Podobné Cortes et al. (2024) pfipravili citrusovy pektin agar pro screening

mikroorganism( béhem fermentace kavovych zrn (obrazek 2) (Cortes et al., 2024).

10



Obrazek 3: Enzymaticka aktivita bakterii z fermentace kavy: (a) pektinéza, (b) amylaza, (c) protedza a (d) celuldza.
Prevzato z (Cortez et al., 2024).

5.3 Skrob

P¥i zahfivani Skrobu ve vodném prostfedi dochazi k tzv. Zelatinaci, coZz je pfechod
z Caste€né usporadané struktury do amorfniho stavu. V nativhim Skrobu jsou polysacharidové
fetézce (amyléza a amylopektin) uspofadany do granuli, které obsahuji krystalické i amorfni
oblasti. S rostouci teplotou granule absorbuji vodu, zacinaji bobtnat a krystalické domény
se postupné rozpadaji. Polysacharidové fetézce se uvoliuji z plvodni struktury a prechazeji
do amorfniho stavu, coz vede k vyraznému nabobtnani granuli.

Charakteristickym znakem této zmény je ztrata optického dvojlomu, tedy schopnosti
granuli ldmat svétlo odliSné podle sméru vadi jejich vnitini uspofadané struktufe, coz odrazi
prfitomnost krystalické faze. Kdyz dvojlom mizi, znamena to, Ze vnitfni uspofadana struktura
granuli se rozpadla a krystalické domény pfesSly do amorfniho stavu. Vysledkem je vznik viskézni
disperze polysacharidovych Fetézcl ve vodé. Jeho vlastnosti zavisi na poméru amyldzy
a amylopektinu a také na teploté, pfi které proces probihal.

Pomoci kombinace rentgenového rozptylu s malym a Sirokym uhlem (Small-Angle X-ray
Scattering / Wide-Angle X-ray Scattering, SAXS/WAXS) a diferenéni skenovaci kalorimetrie Jenkins
a Donald (1998) detailné popsali, Ze prvni faze Zelatinace probihd v amorfnich rdstovych
prstencich uvnitf granule, které jako prvni pfijimaji vodu a prudce se rozpinaji. Tento otok
destabilizuje sousedni krystalické lamely, jejichz pravidelna struktura se pak pfi dalsi tepelné
zatézi rozpada. Timto mechanismem dochazi k Uplnému prechodu od plvodni granularni

a Castecneé krystalické organizace ke zcela amorfnimu systému (Jenkins & Donald, 1998).
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Po ochlazeni Zelatinovaného solu nastupuje proces retrogradace. Nejprve reaguje
linearné usporfadana amyldza, jejiz fetézce se snadno paralelné sefazuji a rychle vytvareji
castecné krystalické oblasti. Teprve poté, mnohem pomaleji, se pfeskupuji rozvétvené fetézce
amylopektinu, které v disledku svého vétveni formuji spiSe nepravidelné parakrystalické domény.
Gudmundsson a Eliasson (1990) pomoci diferenéni skenovaci kalorimetrie prokazali, ze rychlost
a mira retrogradace pfimo zavisi na poméru amylézy a amylopektinu. VySsi obsah amylézy vede
k rychlejsi a vyraznéjsSi rekrystalizaci, coz se odrazi v narlstu entalpie tani pfi opakovanych
meérenich. Fredriksson et al. (1998) tyto vysledky potvrdili a dokazali, Zze retrogradace je procesem
prakticky ireverzibilnim; zmény struktury lze odstranit jen opétovnym zahfatim nad teplotu
Zelatinace (Fredriksson et al.,1998). Retrogradace tak hraje dvoji roli. ZajiStuje dlouhodobou
mechanickou stabilitu gelu, avSak soucasné je zodpovédna za zmény jeho textury a fyzikalnich
vlastnosti pfi skladovani.

Jednotlivé druhy nativniho Skrobu se vSak mezi sebou vyznamné LliSi v zavislosti
narostliné ze které byly ziskany, coz se promitda do jejich chemického sloZeni, struktury
Skrobovych granuli i do fyzikalné-chemickych vlastnosti béhem i po Zelatinaci. Podle studie
Bajaj et al. (2018) obsahuje bramborovy Skrob pfiblizné 31,09 % amylézy, kukufi¢ny Skrob 29,20 %
a ryzovy Skrob pouhych 8,84 %, coz jej fadi mezi Skroby s velmi nizkym obsahem amylézy
(Bajaj et al., 2018). Tato data potvrzuje i novejSi prace Zhang et al. (2023), ktera uvadi rozmezi
obsahu amyldzy v ryZzovém Skrobu mezi 10,76-11,85 % (Zhang et al., 2023).

S obsahem amylézy Uzce souvisi i rozdily ve velikosti a tvaru Skrobovych granuli.
Bajaj et al. (2018) pozorovali nejvétsi granule u bramborového $krobu, s pramérnou velikosti
35,74 ym a vysokym podilem velkych granuli nad 10 pm (95,67 %), zatimco kukufi¢ny Skrob
vykazoval prdmérnou velikost granuli 15,08 pm. RyZovy §krob mél nejmensi granule, s primérem
5,41 ym a pfevahou drobnych ¢astic do 10 um (Bajaj et al., 2018).

Stejni autofi uvadi, ze Zelatinace u bramborového Skrobu zacina pfi teploté 60,45 °C
a vrcholi pfi 66,47 °C. U kukufi¢ného Skrobu zacina zelatinace pfi 68,92 °C a vrcholi pfi 74,53 °C,
zatimco ryzovy Skrob Zelatinuje mezi 64,41 °C a 70,13 °C (Bajaj et al., 2018).

Na zakladé vySe uvedenych vlastnosti lze jednotlivé Skroby charakterizovat z hlediska
jejich schopnosti vytvafet gely nasledovné: bramborovy Skrob tvofi pevné, prlhledné gely
s vysokou viskozitou, které jsou vSak nachylné k retrogradaci; kukufi¢ny Skrob vytvafi ze tfech
dava vzniknout mékkym, méné soudrznym geldm, zvlasté pokud ma nizky obsah
amylézy (Zhang et al., 2023). Castanha et al. (2021) navic uvadéji, Ze pro vytvoreni stabilniho gelu
je u bramborového i kukuficného Skrobu nutnd koncentrace alespon 10,7 % (w/v)

(Castanha et al., 2021).
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Déle bylo zjisténo, ze surfaktanty jako dodecylsulfat sodny a monoglyceridy plsobi jako
ucinné inhibitory retrogradace. Jiz nizké koncentrace téchto latek vedou k vyraznému snizeni
entalpie rekrystalizace a omezeni synerézy, ¢imz prodluzuji stabilitu gelu (Gudmundsson
& Eliasson, 1990). Persson (2005) prokazali, Zze surfaktanty vytvareji stabilni komplexy
s amylézovymi Fetézci, a tim omezuiji jejich pfeskupovani (Persson et al., 2005).

Z hlediska kultivace mikroorganismu je tento jev zasadni. Struktura gelu pfimo ovliviiuje
difuzi zivin a metabolitd. Pokud by médium rychle rekrystalizovalo a podléhalo syneréze,
jeho mechanické vlastnosti by se zhorsily a mohlo by dojit k omezeni réistu bunék.

V jinych systémech, napfiklad v alginatovych hydrogelech, bylo prokazano, ze pfidani
neiontového surfaktantu Pluronic® F68 vyznamné neomezuje difuzi malych molekul,
jako je riboflavin, a v nékterych pfipadech ji dokonce zvySuje az o 50 % (Stoppel et al., 2013).
Ztoho lze vyvodit, Zze vhodné zvolené surfaktanty mohou v hydrofilnich gelech stabilizovat
strukturu a poérovitost, aniz by omezovaly dostupnost Zivin pro mikroorganismy.

Pokusy o pouZiti Skrobu misto agaru pfi kultivaci bakterii se mi nepodafilo dohledat.
Ackoli Skrob jako pfirodni polysacharid vykazuje schopnost vytvaret gely, Zadna dostupna studie
nedokumentuje, Ze by byl pouzit jako jediny ztuZujici prvek v mikrobiologickém médiu pro rist
bakterii. Nasel jsem vSak prace, kde byl Skrob Uspé&sné pouzit jako ztuZovadlo v médiich pro jiné
Ucely. Napfiklad Ebile et al. (2022) pfi kultivaci explantdtd bananovniku nebo
Onyimba et al. (2023) pro rlst A. niger a A. flavus na smési kolokaziového Skrobu s agarem.

Podobné Mohamed et al. (2010) testovali réizné zpracované Skroby v rostlinnych kulturach.

5.4 Chitosan

Chitosan je kationtovy polysacharid vznikajici ¢aste¢nou deacetylaci chitinu, ktery tvofi
zakladni stavebni slozku exoskeletll élenovcl a buné&énych stén nékterych hub (Rinaudo, 2006).
Proti béZznym elektricky neutralnim ztuzovadllm, jako jsou agar, pektin nebo Skrob, se chitosan
vyznacuje kladnym nabojem. Pravé tato elektrostaticka povaha urCuje i jeho zplsob gelace.
Narozdil od vétSiny pfirodnich polymerd u chitosanu neni proces tuhnuti
vazan na zahfivani ochlazovani, ale probiha prfedevsim diky interakci s polyanionty azménam pH
prostfedi (Rhoades & Roller, 2000).

Gelace chitosanu probihd pomoci dvou hlavnich mechanism(: bud pH-zavislou
asociaci polymernich fetézcl, nebo iontovym kfizovym propojenim s polyanionty,
jako je napfiklad tripolyfosfat sodny. V kyselém prostiedi (pH <6,5) jsou aminové skupiny
chitosanu protonovany, diky c¢emuz z(stava polymer ve vodném roztoku rozpustny a flexibilni.

Jakmile dojde k neutralizaci pH nebo k pfidani polyaniont(, fetézce se nahle reorganizuji a vytvofi
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prostorove stabilni hydrogelovou sit. Tento proces probiha uz pfi laboratorni teploté a nevyzaduje
zadny ohrev ani chlazeni (*Berger et al., 2004).

Tato ,,mirna“ gelace za fyziologickych podminek stoji za Sirokym vyuZzitim chitosanu
v biomediciné - od vyroby biokompatibilnich implantat az po experimenty s ndhradami oc¢nich
cocCek (*Berger et al., 2004).

Z mikrobiologického hlediska je vSak tato vlastnost problematicka. Na rozdil
od agarovych médii, ktera se béhem pfipravy zahftivaji az k bodu varu a tim se soucasné sterilizuji,
chitosan geluje jiz pfi teplotach kolem 25-37 °C. Sterilizaci je proto nutné zajistit dodatecné.

Rao a Sharma (cit. dle Jarry et al., 2001) zkoumali G¢inky rlznych sterilizaénich metod
na chitosanové gely. Zjistili, Ze vSechny jimi testované metody vlastnosti gelu ovlivnily. Nejnicivé;si
dopad na gel mélo pouziti ethylenového oxidu nebo glutaraldehydu (Rao & Sharma, cit. dle Jarry
etal., 2001).

Pouziti gama zareni jako sterilizacni metody bylo testovano Lim et al. (1998),
ktefi experimentalné prokazali, Ze ozafovani chitosanu davkami do 25 kGy zpUlsobuje Stépeni
hlavniho polymerniho fetézce. To vedlo k vyraznému poklesu molekulové hmotnosti
(Lim et al., 1998).

Autofi prfehledového ¢lanku Szymanska & Winnicka (2015) navrhuji, Ze sterilziace
chitosanovych gelll by se mohla fesit pfipravou za aseptickych podminek (Szymanska & Winnicka
(2015).

Chitosan je znamy svou vyraznou antimikrobialni aktivitou, kterad vychazi
z elektrostatickych interakci mezi kladné nabitymi aminovymi skupinami polymeru a negativné
nabitymi sloZkami bakterialni buné&né stény. Tento Ucinek je obzvlast patrny u Gram negativnich
bakterii (*Goy et al., 2009). Presto lze pfi velmi nizkych koncentracich (<0,1 % w/v) a v prostfedi
spH blizkym neutrdlnimu pfipravit chitosanové gely, které podporuji rast nékterych
acidotolerantnich Gram-pozitivhich druhl. Studie Kovacs (2023) demonstrovala, Zze napftiklad
Lactobacillus plantarum a Bifidobacterium adolescentis si v téchto podminkach uchovavaji
Zivotaschopnost, zatimco E. coli a Salmonella enterica vykazuji vyraznou inhibici
(Kovacs et al., 2023).

Dalsi aplikaci, jez stoji za zminku, je kombinace chitosanu s alginatem pfi tvorbé
kompozitnich hydrogell, které se pouZivaji k imobilizaci bunék do stabilnich mikro- nebo
makrokulicek. Tento systém naSel uplatnéni predevSim pfi dlouhodobém uchovavani
probiotickych kultur a pfi jejich opakované kultivaci bez ztraty vitality (Martinsen et al., 1989).
Chitosan se rozpous$ti v mirné kyselém prostfedi a diky této vlastnosti, spolu se schopnosti
ovliviiovat iontové interakce, mUze fungovat nejen jako selektivni pevné médium, ale také jako

ochrannda matrice pro uchovani a transport bakterialnich kultur (*Goy et al., 2009).
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6. Syntetické hydrofilni polymery - silikagely
Silikatové hydrogely se v experimentalni mikrobiologii ukazaly jako vhodné médium
pro imobilizaci bunék a jejich dlouhodobou konzervaci, nikoli vSak jako plnohodnotna nahrada
agaru pro ploSnou kultivaci bakterii (Nassif et al., 2003). Pfi zapouzdfeni do anorganické kfemicité
matrice zU0stavaji bunky Zivotaschopné i po del$i dobé bez pfisunu Zivin, avSak jejich rast
je vyrazné omezen a neodpovida charakteru béznych povrchovych kultur (Alvarez et al., 2009).
Na rozdil od agarovych médii se kolonie v téchto gelech neSifi po povrchu, ale vznikaji
jako izolované mikrokolonie uzaviené v porovité siti gelu (Coiffier et al., 2001). Mikroskopicka
pozorovani ukazuji jednotlivé bunky a malé agregaty rozmisténé uvniti porézni struktury bez tvorby
souvislého povrchového biofilmu (Nassif et al., 2003). Omezena difuze Zivin a metabolitd v matrici
zpUsobuje, Ze rlst z0stava prostorové ohrani¢eny a vysledna morfologie vice pfipomina pfirozené
mikrohabitaty, napfiklad padni pory, nez kolonie péstované na agaru (Alvarez et al., 2009).
Nejcastéji zkoumanym typem jsou SiO, hydrogely pfipravené ze sol-gel prekurzoru
tetramethoxysilanu (TMOS). Proces gelace zac¢ind hydrolyzou Si-OCH, skupin na Si-OH,
které se nasledné kondenzuji do trojrozmérné Si—-O-Si sité. Aby vznikla homogenni a biologicky
Setrné matrice vhodna pro zapouzdreni bunék, je nutné udrZet pribéh reakce v mirné kyselém
az neutralnim pH (5-7). Zpomaleni polymerace v tomto rozmezi pH umoziuje tvorbu gelu
bez nutnosti zahfivani, coz je kliCové pro zachovani viability zapouzdfenych mikroorganismu
(*Hench & West, 1990). Vstupni sol lze navic obohatit zivnym roztokem, takze vysledny hydrogel
obsahuje nejen vodu, ale i zadkladni Ziviny potfebné pro omezeny rlist zapouzdienych bunék.
Vyznamnou vlastnosti kfemicitych sol-gel materiald je moznost ovlivnit jejich porovitost
a vysoky obsah vody, které umoznuji difuzi malych molekul a podporuji metabolickou aktivitu
zapouzdfenych bunék, prestoze jejich mnozeni je zpomalené nebo zcela zastavené
(Coiffier et al., 2001). Bylo prokazano, Ze i po jednom mésici zlstava v takto pfipravené matrici
Zivotaschopnych pfiblizné 40-50 % bunék E. coli, které si zachovavaji metabolickou aktivitu,
ackoliv nevytvareji kolonie odpovidajici povrchovému rlstu (Nassif et al.,, 2003). P¥idani
zékladnich Zivin do matrice mizZe prodlouZit prezivani bunék, ale prostorovy charakter rdstu
zUstava zachovan a blizi se spiSe usporadani pfirozenych biofilm( neZ laboratornim agarovym

kulturdm (Alvarez et al., 2009).

7. Komplexni pfirodniny jako pevna kultiva¢ni média

V pocatcich mikrobiologie byly jako pevna kultivaéni média ¢asto vyuzivany pfirodni
substraty — varené platky brambor, srazeny vajec¢ny bilek ¢&i kousky masa. Tyto materialy
umoznovaly rlst bakterii a do jisté miry i izolaci jednotlivych kolonii, ackoliv trpély zasadnimi

nedostatky: neprlhlednosti a nizkou reprodukovatelnosti vysledkd (*Sravanthi, 2019).

15



Za prvni systematicky popis pouZiti sterilnich platkd brambor vdécime némeckému
biologovi Josephu Schroeterovi (*Sandle, 2014). Jeho pozorovani rlstu kolonii na povrchu hliz
se stalo inspiraci pro dalsi vyvoj kultivaénich metod. Robert Koch Schroeterovu techniku pfevzal
a dale rozsifil. Krom bramborovych platk(l zacal experimentovat také se srazenym vajeénym
bilkem a Skrobovou pastou, coz nakonec vedlo k vyvoji jeho vlastnich Zelatinovych médii.

7.1 Vajecny bilek

Vajecny bilek obsahuje pfiblizné 88 % vody a zhruba 11 % bilkovin. Dominantni slozkou
je ovalbumin, ktery tvofi okolo 54 % celkového proteinu a hraje zasadni roli pfi gelaci (*Li, 2018).
Pfi zahtivani dochazi k naruseni sekundarnich a terciarnich struktur proteinu. Po pfekroceni urcité
teplotni hranice se hydrofobni oblasti ovalbuminu exponuji, dochazi k agregaci proteinovych
molekul a tvorbé trojrozmérné sité, ktera vaze vodu a pfeménuje plvodni tekuty roztok na pevny,
nevratny hydrogel (Wang et al., 2025). Z hlediska mechanismu gelace stoji za zminku porovnani
chovani ovalbuminu s jinou zZivociSnou bilkovinou - Zelatinou. Ta se pfi zahfati rozbali, nicméné
ke gelaci dochazi az pfi zchlazeni; vznikly gel je reverzibilni a pfi opétovném zahfati se znovu
rozpousti.

Podle Gomes & Pelegrine (2012), ktefi zkoumali vliv teploty a pH na rozpustnost suseného
vyrazné ovliviiuji vznik agregatl a snizuji funkéni vlastnosti bilkovin. Vy§si pH (9) mUze diky
silngjSim elektrostatickym odpudivym silam docasné zpomalit agregaci, avSak pfi vysSich
teplotach dochazik denaturaci a srazenii za téchto podminek. Naopak pfi niz§im pH (7,5) dochazi
ke koagulaci rychleji (Gomes & Pelegrine, 2012).

Holme (1962) popisuje tepelnou denaturaci a agregaci Cistého krystalického ovalbuminu.
Na zakladé experimentl v pH rozmezi 5,5-8,5 prokéazal, Ze pfi zahfivani dochazi k rychlé
denaturaci a nasledné agregaci bez vzniku stabilnich meziprodukt(, coz naznacuje prakticky
okamzity pfechod po dosazeni urcité prahové teploty (cca 65 °C) (Holme, 1962).

Prestoze Gomes & Pelegrine (2012) pracovali s komplexni smési bilkovin pfitomnych
v suSeném vajec¢ném bilku a Holme (1962) se vénoval pouze ¢istému ovalbuminu, obé prace
dokazuji, Ze koagulace za¢ind v obdobném teplotnim rozmezi. Ovalbumin tak uréuje chovani
celého systému pfi zahfivani.

V praci Wasas et al. (1999) autofi ovéfovali pouziti Dorsetova vaje¢ného meédia
pro dlouhodobé uchovavani zivotaschopnosti Neisseria meningitidis a Haemophilus influenzae
typu b. Médium bylo pfipraveno smisenim rozSlehanych slepic¢ich vajec s fyziologickym roztokem
v pomeéru 3:1. Smeés byla nasledné zahfivana pfi 80 °C po dobu 60 minut, ¢imz doslo ke koagulaci

proteinl, vytvofeni pevného média a stejné tak sterilizaci.
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Na takto pfipravené médium bylo inokulovano dvacet izolatl N. meningitidis a dvacet
izolath H. influenzae typu b. Vysledky ukéazaly, Ze vSechny izolaty N. meningitidis zUstaly
na Dorsetové médiu Zivotaschopné minimalné 21 dni a 95 % pfezilo i po 32 dnech. U H. influenzae
byly vysledky obdobné pfiznivé (Wasas et al., 1999).

Vajec€ny bilek nicméné obsahuje fadu antimikrobialnich slozek, které inhibuji bakterialni
rist. Mezi nejvyznamnéjsi patfi lysozym, jenz naruSuje bunécné stény bakterii, ovotransferin,
ktery vaze Zelezo a tim brani jeho vyuziti bakteriemi, a také avidin, jenZ vaZze biotin — dllezity
ristovy faktor.

Tuto problematiku zkoumali Baron et al. (2020), ktefi se zaméfili na baktericidni uc¢inek
bilkovin vajeéného bilku vic¢i Salmonella enterica serovar Enteritidis, a to pfi teploté 45 °C,
odpovidajici télesné teploté slepice béhem produkce vajec. Na rozdil od Dorsetova média,
které je tepelné upraveno pfi 80 °C a tim dochazi k inaktivaci antimikrobialnich protein(, autofi
této studie pracovali s nativnim, tepelné neupravenym bilkem, tedy s proteiny v jejich biologicky
aktivni formé. Pripravili tfi typy experimentalnich médii na bazi ¢erstvého slepiciho bilku: nativni
bilek (EW, z anglického egg white), filtrat bilku zbaveny vétsich proteinli (EWF, egg white filtrate),
a modelové médium (EWMM, egg white model medium), které obsahovalo 90 % proteinového
filtratu (EWF) a 10 % nativniho bilku (EW). Vysledky ukazaly, Ze pfi kultivaci doslo ve vSech
testovanych médiich k vyraznému poklesu poctu Zivotaschopnych bunék. Zajimavé vSak bylo,
Ze tomu tak bylo i ve filtratu zbaveného vétsich proteinQ. Z toho autofi usuzuji, Ze k inhibici rlistu

bakterii nedochazi vyhradné pasobenim vyse vypsanych proteinl (Baron et al., 2020).

7.2 Rostlinné zasobni organy

W. H. Davis (1933) popisuje, ze na pocatku 20. stoleti byly sterilni platky vafenych
brambor (,potato plugs“) povazovany za plnohodnotné médium schopné poskytnout
mikroorganismlm vlhké a nutricné bohaté prostiedi. Ve své praci zarovenn uvadi metodiku
aseptické pfipravy a inokulace téchto platkd, které se vkladaly do Petriho misek (Davis, 1933).

Nutriéni hodnota brambor vychazi pfedevsSim z vysokého obsahu Skrobu. Pfi tepelné
Upravé dochazi k Zelatinaci pfitomného $krobu. Skrobova zrna bobtnaji, vazou vodu a vytvareji
pevnou, pérovitou matrici schopnou zadrzet ziviny. Diky témto vlastnostem se brambory ukazaly
jako jednoduché, improvizované pevné médium vhodné pro pozorovani morfologie bakterialnich
kolonii.

Morgan a Avery (1923) popsali, Zze sterilni kousky zeleniny, napfiklad tufin, mrkey,
Cervena fepa nebo sladké brambory pfidané do bujonu vyrazné stimuluji rist pneumokokt

a streptokokd. Tento efekt byl patrny i u minimalniho inokula, které by v prostém bujénu rist
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nezahajilo. Autofi ho pfisuzovali pfitomnosti termostabilnich rdstovych faktor( v rostlinné tkani
(Morgan & Avery, 1923).

Podobny jev potvrzuji i novéjsi prace. Youssef et al. (2016) popsali tzv. plant-based
culture media pfipravovana z rostlinnych $tav a homogenat, kterd podporovala rlst bakterii rodd
Enterobacter, Klebsiella, Bacillus ¢i Azospirillum.V nékterych pfipadech tato média dokonce épe
odrazela diverzitu rhizobakterii nez standardni zivny agar (Youssef et al., 2016).

Varena zelenina funguje jako ,pfirodni agar“ nejen diky svému nutricnimu obsahu,
ale hlavné diky strukture pletiva. Bunécné stény tvorené celuldézou, hemicelulézou a pektiny
spolu s nabobtnalymi Skrobovymi granulemi po tepelné upravé vytvareji pevnou, hydrofilni
matrici, ktera zadrzuje vodu i ziviny. Mechanismus je funkéné podobny agaru. Polymerni sit tvofi
nosic¢, zatimco Ziviny zGstavaji rozpustény v tekuté fazi.

Rezné plochy &erstvé zeleniny vytvareji specifické mikroprostfedi s vysokou vlhkosti
a pfistupem bunécnych stav. Garrood et al. (2004) demonstrovali, ze bramborové disky s ¢erstvé
odhalenou parenchymatickou tkani podporuji rychlou adhezi Listeria monocytogenes
a Pseudomonas fluorescens; rovnovazného stavu adheze bylo dosazeno uz béhem 60 minut
(Garrood et al., 2004). Podobné vysledky ziskali Abdul-Raouf et al. (1993), ktefi sledovali rist
E. coli O157:H7 na feznych plochach mrkve a salatu a potvrdili zasadni vliv struktury pletiv
i obsahu volné vody na osidleni povrchu bakteriemi (Abdul-Raouf et al., 1993).

Nemr et al. (2021) prokazali, Ze intaktni segmenty listd nebo kofenl vloZzené
do polotuhého agarového roztoku vytvareji ,,hostitelsky kompatibilni“ matrici, ktera zachovava
pfirozené gradienty vody, plynl a difuzné pfenasenych latek. Tento substrat umoznil obohaceni
endofyt( aZ na Grover >10” MPN g‘1 (MPN = Most Probable Number, nejpravdépodobnéjsi pocet
(zivotaschopnych) bakterii) a zaroven udrzel $irsi diverzitu izolovanych kmen( nez standardni
komeréni média. Stézejnim faktorem bylo zachovani celistvosti rostlinné tkané. Samotny agar byl
sterilizovan zvlast a rostlinné segmenty se pfidavaly az po jeho ochlazeni (Nemr et al., 2021).

Na tyto vysledky navazali Elsawey et al. (2022), ktefi zjistili, Ze rozhodujici neni nutri¢ni
bohatost rostlinného extraktu, ale pfedevSim zachovani fyzikalni struktury pletiva.
Dokonce i pfi nizkych koncentracich vyluhu (25-50 mL L™") z parenchymu vojtésky &i pSenice bylo
mozné kultivovat Siroké spektrum endofytll, zatimco standardni R2A agar vyrazné zvyhodiioval
rychle rostouci druhy (Elsawey et al., 2022).

Novy vhled do této problematiky pfinesli Kochanowski et al. (2023), ktefi prokazali,
Ze mikrostruktura a mechanické vlastnosti substratu ovliviuji nejen adhezi, ale i biomechaniku
bakteridlnich kolonii. Serratia marcescens a Pseudomonas aeruginosa péstované na agarovych
gelech rlizné tuhosti vykazovaly zmény rigidity kolonie o nékolik fadd podle obsahu vody v médiu.

Mékkeé, vodou presycené podklady vedly k expanzivnim a méné soudrznym koloniim s volné&jsi
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extraceluldrni polymerni substanci, zatimco hust§i substraty podporovaly kompaktni
a mechanicky odolné biofilmy (Kochanowski et al., 2023).

Stejny princip lze vztahnout i na pfirozeny parenchym brambor nebo fepy. Jejich vysoky
obsah volné vody a pektin( vytvari porovitou matrici, kterd nasava bunécény exsudat a usnadnuje

uchyceni bakterii i expanzi kolonii podobnym zplisobem jako agar v nizkych koncentracich.

8. Zaver

Pevna kultivaéni média umoznuji izolaci druhl z komplexnich spolecenstev i jejich
fenotypovou charakterizaci, a prace se proto zaméfila na fyzikalné-chemické principy jejich
tvorby a mozZnosti vyuZiti rdznych hydrofilnich polymert jako alternativnich ztuZovadel.

Agar, jenz se stal zlatym standardem od dob Roberta Kocha, prokazal své jedinec¢né
vlastnosti v podobé teplotni hystereze, chemické inertnosti a minimalniho vlivu na rdst vétsiny
bakterii. Zelatina jako historicky predch(idce agaru ilustruje odli§ny proteinovy mechanismus
gelace a zaroven ukazuje limity, které vedly k jejimu nahrazeni. Pektin a Skrob zastupuji pfirodni
polysacharidové systémy, jejichz gelace je fizena odliSnymi fyzikalnimi principy a které mohou
nalézt didaktické uplatnéni pfi demonstracnich pokusech. Chitosan a silikagely pfredstavuji
moderni alternativy s potencidlem pro aplikace mimo klasickou mikrobiologii, zejména v oblasti
biotechnologii a experimentalnich modeld.

Zvlastni pozornost byla vénovana i komplexnim pfirodnindm, jako jsou vajeény bilek
a rostlinné zasobni organy, které umoznuji vytvofit sterilni pevny substrat bez nutnosti pfidavnych
polymerd. Tyto jednoduché systémy ukazuji, Ze zakladni principy kultivace bakterii lze
demonstrovat i mimo specializované laboratofe a oteviraji prostor pro vyuziti v domacich

¢i Skolnich podminkach.
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