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ABSTRAKT

Tato bakalarské prace se zabyva zkoumanim vlivu vnéjsich faktort na produkci modrého
pigmentu kulturou Micrococcus lylae CCM 4431. Pigmentu byl dan pracovni nazev lylein.
Byl zjistovan charakter lyleinu pfi ristu kultury na pevném a v tekutém médiu, vyznam
glukosy v zivném médiu, produkce lyleinu v zavislosti na dobé kultivace, dale byly
otestovany kultivacni teploty pro produkei lyleinu, ovétena linearita spektrofotometrického
stanoveni lyleinu, ovéfena moznost zjednoduSeni ptipravy TY A agaru s glukosou, ovéfena
tvorba lyleinu pfi kultivaci na mineralnich a obohacenych agarech a ovéten rist kultury na

TYA agaru s glukosou v zéavislosti na pH.

Bylo prokazano, ze Micrococcus lylae CCM 4431 produkuje vyrazné mnozstvi pigmentu
na pevném TY A agaru s glukosou. Déle lze tvrdit, ze k nejvétsi produkci pigmentu dochéazi
na TYA agaru s glukosou pfi kultivacni teploté 30 °C. Pigment dosahuje maximalnich
hodnot absorbance vrozmezi vlnové délky 601 nm az 605 nm, pfiCemz je zavislost
absorbance na koncentraci témef linearni pti hodnotach absorbanci do 0,6. Dale z pokust
vyplynulo, ze vyssi produkce pigmentu nastava u klasického zpiisobu piipravy zivného
agaru, tedy s pfidavkem glukosy az po sterilizaci TYA agaru. Bylo také zjiSténo, zZe
nejvyssi produkce pigmentu se u minerdlnich agari projevila na minerdlnim agaru
s glukosou, tryptonem a vitaminy a bylo prokdzano, Ze trypton mé zasadni vyznam pro
tvorbu lyleinu. Také bylo zjisténo, Ze nejvyssi produkce pigmentu byla na miskéach pti pH
7,2 a 9,2 a kratkodob¢ i1 pfi pH 10,2; v alkalické oblasti pH vSak pigment po delsi dobé

kultivace degradoval.

Kli¢ova slova: Micrococcus lylae, pigment, produkce, trypton



ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the investigation of the influence of different factors on
violet pigment production in the strain Micrococcus lylae CCM 4431. The pigment was
designated lylein and the work consisted of several experimental series: lylein
characterization after strain growth on solid and in liquid media, determination of glucose
important cein nutrient medium, production of lylein in dependency on cultivation time,
testing of cultivation temperatures for lylein production, verification of linearity of lylein
spectrophotometric determination, possibility of simplification of preparation of TY A agar
with glucose, verification of lylein production during the growthon mineral and enriched

agars and exploration of lylein formationat different pH levels.

Micrococcus lylae CCM 4431 has been shown to produce a significant amount of pigment
on solid glucose-enriched TYA agar. Furthermore, it can be argued that the greatest
pigment production was recordedon TYA glucose agar at a temperature of 30 °C.
Obtained pigment achieved maximum absorbance at the wavelength from 601 nm to 605
nm, with the absorbance-to-concentration dependence nearly linear at absorbance values of
up to 0.6. Further, it was shown that higher pigment production occurredif glucose was
added after sterilization of TYA agar. Also it was found that mineral agar with glucose,
tryptone, and vitamins was the best medium for pigment production, and tryptone was
shown to be essential for lylein formation. It was also found that the highest pigment
production was ensuredat pH 7.2 and 9.2, and, briefly at pH 10.2; however, at the alkaline
pH range, the pigment has degraded for a prolonged period of time.

Keywords: Micrococcus lylae, pigment, production, tryptone
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UvVOD

Barvy nés obklopuji vSude kolem nas, v davné historii se jednalo pfedev§im o ptirodni
barviva. Prvni zminky o pouzivani indiga pochéazi ze starovéké Ciny, kde jej pouzivali
k vyrobé odévii. Také v Egypté bylo barveni tkanin a pouzivani barviv na vysoké trovni,
Egyptané pouzivali k barveni rostliny i minerdlni barvy. Taktéz pokrocilé barveni bylo
znamo v Recku, kdy z té doby jsou znama moftidla, z nich byl pouzivan nejéast&ji vinny

kamen.

S nastupem primyslové revoluce se do poptedi dostavaji barviva syntetickd a nahrazuji
draha pfirodni barviva. Syntetickd barviva se zdaji byt na prvni pohled ve vSem

vyhodnéjs$i, at’ uz v rychlé primyslové produkci, cenové dostupnosti nebo jejich stabilité.

S ptibyvajicimi védeckymi poznatky se vSak zjiStuje, Ze synteticka barviva maji i své
negativni stranky, jako je Spatna biologickd odbouratelnost, néktera mohou byt toxicka
a zatézuji tak zivotni prostiedi. Pravé kviili vysoké primyslové produkci se odhaduje, ze
se az 10 % dostava do odpadnich vod, které pak kontaminuji okolni ekosystémy. Barviva
se diky své slozité¢ struktufe Spatné¢ odstranuji a jsou velmi stabilni, komplikuji prinik
svétla ve vodnich tocich, snizuji tak obsah rozpusténého kysliku ve vod¢€, coz ma negativni
dopad na vodni ekosystémy. Mnoho barviv existuje 1 ve form¢ pevného odpadu, i zde je
taktéz snaha eliminovat toto mnozstvi a obecné je snahou syntetickd barviva nahrazovat
piirodnimi. Tento trend nahrazovani trva uz fadu let a probiha mnoho vyzkumu na zjisténi

ruznych alternativ v produkci piirodnich barviv.

Jednou z moznosti produkce ptirodnich barviv jsou mikrobialni barviva, jez produkuji
napiiklad rody jako Achromobacter, Sarcina, Phaffia, Monascus, Rhodotorulla, Bacillus
nebo  Micrococcus. Protoze podminky produkce modrofialového rozpustného
barviva bakteriemi rodu Micrococcus nebyly doposud detailngji studovany a nebyly ve

védecke literatufe publikovany, stalo se toto studium tématem této bakalarské prace.
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I. TEORETICKA CAST
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1 VYZKUM PIGMENTU

Pigmenty a barviva jsou zkoumana z mnoho riznych divodd, coz je spjato s jejich
Sirokym vyuzitim. Pouziti barviv a pigmentl je ve vSech smérech, at’ uz je to samotny
pramysl, ktery vyuziva barviv jako ptidatnych latek do potravin, kosmetickych prostredkii
¢i farmaceutik, nebo uméni, ¢i dalsi lidské aktivity. Pro masivni vyuzivani barviv
a pigmentl je vysoka produkce syntetickych barviv a pigmentli nezbytna, néktera vSak

maji negativni dopad na lidské zdravi nebo na Zivotni prostiedi.

Je tedy cilem vyuzivat 1 mikroorganismy k produkci pozadovanych pigmentl a barviv. Ty
by se tak staly neSkodnymi pro zivotni prostfedi, byly by snadno odbouratelné

a neohrozovaly by lidské zdravi.
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2 PIGMENTY

Pouzivani pigmenti a barviv bylo lidmi provadéno jiz od pravéku. Archeologické dikazy
odhalily, ze lidstvo ve svém raném obdobi pouzivalo pigmenty pro estetické ucely.
Ptidavani barviv do potravin zacalo v Egypté, kdyz vyrobci bonboni pfidali do svych
vyrobkil pfirodni extrakty. Podobné pouziti pfirodnich barviv bylo provadéno v Japonsku
v shosoin v textu Nara zobdobi 8. stoleti, to obsahuje odkazy na zbarveni séji a
adzuki-bean kolace (Aberoumand, 2011). Prvni syntetickd barva, mauvine, byla vyvinuta
sirem Wiliam Henry Perkinem vroce 1856 a tento objev zahdjil revoluci v historii
syntetickych barev (Walford, 1980).

Syntetickd barva zahltila trh diky snadné vyrob¢, nizké ndkladnosti, vynikajicim barvicim
vlastnostem a jen malym mnozstvim, které je potfebné k barveni. Prodejci ve své dobé¢
nabizeli vice nez 80 umélych barviv. Mnoho barevnych ptisad v té dobé nikdy nebylo
testovano na toxicitu nebo jiné nepifiznivé UCinky, coZ nakonec vedlo k neptiznivym
ucinkiim na zdravi a zivotni prostiedi (Downham a Collins, 2000).

Barvivo jako je tartrazin, nékterd Cervena a zlutd barviva vyvolavaji alergie, bud
samostatn¢, nebo v kombinaci s jinymi barvivy. A to i piesto, ze u né¢kterych syntetickych
barviv, ktera byla schvalena Utadem pro potraviny a lé¢iva (FDA) pro pouZiti
v potravindch, lIéCivech a kosmetickych piipravcich, byla u nich zjisténa podpora vzniku
rakoviny.

Naprtiklad benzidinova barviva zplisobuji rakovinu stiev, zatimco saze (Siroce pouzivané
jako pigment pro tiskové barvy) se povazuji za potencidlni karcinogen. Vypousténi
neupravenych primyslovych odpadnich latek je z ekologického hlediska neetické z ditvodu
dlouhodobého pretrvavani v disledku dlouhé stability (Babitha, 2009). Nevyhody
syntetickych barviv zvySily celosvétovou poptdvku po pfirodnich pigmentech
(Manikprabhu a Lingappa, 2013). Hlavnimi zdroji pfirodnich pigmentt jsou rostliny nebo
mikroorganismy (Downham and Collins). Mikroorganismy jako houby a bakterie

poskytuji snadno dostupny alternativni zdroj ptirodnich pigmenta (Arulselvi et al., 2014)
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2.1 Obchodni trendy

Mikrobialni produkce B-karotenu stoji ptiblizn¢ 1000 USD/kg oproti syntetické vyrobé,
ktera stoji 500 USD/kg. I kdyz jsou mikrobialni pigmenty nékolikandsobné drazsi, stale
mohou konkurovat syntetickym barvivim kvili své pfirozenosti a bezpecnosti
(Venil et al., 2013)

Nejvétsim spotiebitelem organickych pigmentt a barviv zistava textilni primysl, zatimco
v ostatnich priimyslovych odvétvich jako jsou tiskatské barvy ¢i natérové hmoty se teprve
ocekava rychlejsi riist. Hodnota mezinarodniho trhu s potravindiskymi barvivy, kterd byla
odhadovéana na pfiblizné 1,15 miliardy USD v roce 2007 (Mapari et al., 2010), se mtze
v budoucnu zvysit diky schvdlenym novym potravinaiskym barvivim (Aberoumand,

2011).
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3 BAKTERIALNI PIGMENTY A BARVIVA

3.1.1 Produkce bakterialnich pigmenti a barviv

Pigmentace je pro nékteré bakterie velmi uziteCna. U bakterii je tvorba pigmentl spojena
s morfologickymi charakteristikami, bunécnymi aktivitami, patogenezi, ochranou a

samotnym pieZitim (Bhawsar, 2011).

Vyznamnou skupinou vyuZivajici bakterialni pigment jsou autotrofni cyanobakterie,
obsahujici zeleny pigment, znadmy jako chlorofyl, ktery je identicky s rostlinnym
chlorofylem. Obsahuji také doplikové pigmenty fykobilin a chlorofyl b, které jsou
potiebné pifi jejich fotosyntéze. Dalsi skupiny fotosyntetickych bakterii maji
bakteriochlorofyl, proteorhodopsin a bakteriorhodopsin; ty jsou strukturné podobné
chlorofylu. U fototrofnich bakterii jsou tyto pigmenty potiebné k provedeni procesu
fotosyntézy (Bhawsar, 2011).

Dal$im z mnoha diivodi, pro¢ bakterie produkuji pigmenty, je ochrana pted UV zarenim.
Pigment absorbuje UV zaieni a tim ochrani bakterialni buiiky a bunécné soucasti pied jeho

nepiiznivymi ucinky (Bhawsar, 2011).

Nekteré bakterialni pigmenty dale funguji na principu antibiotik, kterd jsou t¢inna proti
patogennim houbdm, bakteriim a kvasinkam. Jako piikladem mohou byt uvedeny
pigmenty prodigiosin, erytromycin, pyocyanin, pyoverdin nebo pyochelin jenz jsou silné

antibiotické pigmenty (Bhawsar, 2011).

Bakterialni pigmenty produkované Pseudomonas sp., jako jsou pyoverdin a pyochelin,
navic pomahaji bunkdm jako siderofory, které pomahaji pfenaSet Zelezo ptes bunécnou
membranu. Tento d&j probihé v oblasti piidni rhizosféry, kde panuje silnd konkurence mezi

mikroorganismy o diilezité prvky (Bhawsar, 2011).

Také pigmentace u extrémofilnich mikroorganismi jsou velmi pestré. Jasnd pigmentace
extremofilnich bakterii poskytuje ochranu pted oxidacnim stresem. Pigmenty také udrzuji
integritu a stabilitu jejich bunéénych membran a jsou taktéz dilezité pii podpoie

respiracnich a ptipadné i fotosyntetickych funkcich (Bhawsar, 2011).

Pigmenty dale poskytuji n€kterym bakteriim ochranu a odolnost proti tézkym koviim nebo

1 jinym slouc¢enindm. Patogenni stafylokoky jsou odolné viici n€kterym léktim diky svému
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pigmentu, ktery pusobi jako bariéra pro antibiotika plsobici na bunécnou sténu nebo
plazmatickou membranu. Bakterie vykazujici odolnost proti t€zkym kovim taktéz obvykle
produkuji pigmenty a jsou vyuzivany pro sanaci pudy a vody znecisténé tézkymi kovy jako
je arsen, kadmium, rtut, nikl a jiné. Pigmentujici bakterie dale mohou byt potencidlné
vyuzivané jako biosenzory pro detekci znecisténi zivotniho prostiedi, jako jsou uniky ropy

nebo pesticidy (Bhawsar, 2011).

Bakteridlni pigmenty maji 1 velky taxonomicky vyznam a jsou dilezité pro urCovani
urcitého rodu nebo druhu, a to podle vlastnosti pigmentu; jsou tedy uZite¢né pti identifikaci
a klasifikaci mikroorganismt. Pfikladem mohou byt bakterie rodu Xanthomonas, kde
vSechny druhy produkuji Zluté barevné pigmenty, znamé jako xanthomonadiny. Tyto
pigmenty maji podobna chromatickd a absorpéni spektra, coz tvoii zaklad druhové

klasifikace xanthomonad (Bhawsar, 2011).
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4 BAKTERIE TVORICI PIGMENTY A BARVIVA

Tabulka 1 — Bakterie tvorici pigmenty a barviva a jejich potencialni aplikace

Potencialni
Bakterie Pigment Zdroje
aplikace
Micromonospora . Protinddorové )
Antrachinon o Igarashi et al., 2007
lupine ¢inidlo
. Potravinaisky .
Streptomyces sp. Karotenoid ) Dharmaraj et al., 2009
pigment
Protinadorové,
_ _ antimikrobidlni a anti-
Chromobacterium Violacein N Duran et al., 2007
parazitické
¢inidlo
Chromobacterium sp. _ _
Violacein Antifungalni ¢inidlo | Sasidharan et al., 2015
NIIST (MTCC 5522)
Fotosenzibilizatory v
Ordenes
Hymenobacter sp. a solarnich ¢lancich
Karotenoid o Aenishanslins et al.,
Chryseobacterium sp. senzibilizovanych 2016
barvivem
Streptomyces
Protinadoroveé El-Naggar and
glaucescens Melanin
¢inidlo a antioxidant El-Ewasy, 2017
NEAE-H
Pseudomonas _ Antimikrobialni
Pyocyanin o El-Fouly et al., 2015
aeruginosa ¢inidlo
Habhella cheujensis Prodiginin Antibiotikum Kim et al., 2007
Correallanten et al.,
Pedobacter Karotenoid Antioxidant
2012
Vogesella indigofera Modry pigment Detekce tézkych kovit | Gu and Cheung, 2001
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Tabulka 2 — Bakterie tvorici pigmenty a barviva

Bakterie Pigment Barva Zdroje
Bradyrhizobium sp. Canthaxanthin Oranzova Tuli et al., 2015
Streptomyces sp. Karotenoid Zluta Venil et al., 2013
Streptomyces .
Rubrolon Cervena Ahmad et al., 2012
echinoruber
Paracoccus .
Zeaxanthin Zluta Venil et al., 2013
zeaxanthinifaciens
Paracoccus ) )
Astaxhantin RuzZovo — Cervena Venil et al., 2013
carotinifaciens
Bradyrhizobium sp. Canthaxhantin Tmavé Cervena Venil et al., 2013
Pseudomonas sp. Pyocyanin Modra, zelena Tuli et al., 2015
Flavobacterium sp. Zeaxanthin Zluta Tuli et al., 2015
Agrobacterium _ )
Astaxanthin Ruzovo - Cervend Tuli et al., 2015
aurantiacum
Staphylococcus _ Dufose and Venil,
Zeaxanthin Zlato — zluta
aureus 2009
o 5 Dufose and Venil,
Serratia marcescens Prodigiosin Cervena
2009
_ . Dufose and Venil,
Flavobacterium sp. Zeaxanthin Zluta
2009
Pseudomonas _ Dufose and Venil,
Pyocyanin modry Zelena

aeruginosa

2009
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Tabulka 3 — Bakterie tvorici pigment a piivod jejich izolace
Bakterie Gram Pigment Izolovano Zdroje
Paracoccus - Lee et al.,
Pozitivni Oranzovy Moi'ska voda
haeundaensis 2004
Streptomyces . . Zhu et al.,
Pozitivni Fialové - modry Pida
vietnamensis 2007
Streptomyces . Zavlazovana Lin et al,,
Pozitivni Modry
shaanxiensis puda 2012
Streptomyces . Rajcatova Zhu et al.,
Pozitivni Tmavé modry }
caeruleatus rhizosféra 2011
Pseudomonas
) . ) Ivanova et
brassicacearum Negativni Cerveny Rhizosféra
al., 2009
Sp. neoaurantiaca
Pseudomonas _ . ) Peix et al.,
Negativni Zluty Rhizosféra
argentinensis 2005
- 5 Dunlap et
Bacillus nakamurai Pozitivni Cerny Pida
al., 2016
Nubsella _ . Asker et al.,
Negativni Zluty Sladka voda
zeaxanthinifaciens 2008
Kineococcus o Liu et al.,
Pozitivni Hnédy Poustni pisek
xinjiangensis 2009
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4.1 Nejznaméjsi bakterie produkujici pigmenty

Bakterie, fasy a houby produkuji rGzné pigmenty. Ne&které ztéchto pigmentl z
biologickych nebo mikrobidlnich zdroji maji zZadouci vlastnosti, jako je stabilita vuci

svétlu, teplu a pH (Heer, 2017).

4.1.1 Sarcina

Jedna se o grampozitivni bakterie, které produkuji ptirozené zluty pigment karotenoid

(Heer, 2017).

4.1.2 Micrococcus

Pted objevenim penicilinu v roce 1928 objevil sir Alexander Fleming bakterii podobnou
druhu Micrococcus luteus, a pojmenoval ho jako Micrococcus lysodeikticus.
Micrococcus byl poté pouzivan jako primarni experimentdlni mikrob pii Flemingové
objevu lysozymu a ztohoto divodu se stal uzitecnym v mikrobiologii a medicing.
Mikrokoky jsou dnes také uzite¢né v bioremediacich, biodegradacich znecistujicich latek a
v biotechnologiich. Mikroorganismus miize byt také vyuzivdn pro svou schopnost
v syntetickych  reakcich izopreni v chemickém a farmaceutickém primyslu.
Micrococcus luteus rozklada za normalnich podminek nékteré slouceniny pfitomné v potu,
které produkuji nepiijemné télesné pachy. Micrococcus luteus byl také izolovan ze 120
milioni starych bloki jantaru. Molekuldrni a biologické zjisténi ukazuji, ze
Micrococcus luteus a pribuzni Clenové rodu maji vysokou adaptabilitu na pieziti
v extrémnim prostiedi a v prostfedi chudém na Zziviny. Pro disperzi v Zivotnim prostiedi

jsou tyto adaptace pro bakterie dulezité (Heer, 2017).

4.1.3 Chromobacterium violaceum

Je to gramnegativni bakterie a jejich kolonie jsou fialové. Pigment vyrobeny z fialové
kolonie je violacein [3-(L2-dihydro-5-(5-hydroxy-1H-indol-3-yl)-2-0x0-3H-pyrrol-3-
ilyden)-1,3-dihydro-2H-indol-2-on] a mé& silny baktericidni, —mykobaktericidni,

trypanocidni, protinddorovy a antioxida¢ni ucinky (Heer, 2017).
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5 ROZDELENI A VYUZITI BAKTERIALNICH PIGMENTU

Pouziti bakterii pro produkci pigmentii mé nékolik vyhod oproti houbam, jako je kratky
zivotni cyklus a snadna genetickd modifikace (Venil et al., 2013, 2014). Nicméné ve
srovnani s houbovymi pigmenty je vétSina bakteridlnich pigmentt stale ve fazi vyzkumu a
proto by méla byt zintenzivnéna prace na produkci bakteridlnich pigmentl, aby byly
dostupné na trhu. Bakterie produkujici pigmenty jsou vSudyptitomné. Vyskytuji se
naptiklad v pidé€ (Zhu et al., 2007), pousStnim pisku (Liu a kol., 2009) et al., 2008), sladké
vodé (Asker et al., 2008) a v motskych vzorcich (Franks et al., 2005). Byly objeveny v
oblastech s nizkou teplotou (Nakamura et al., 2003) ivysokou teplotou (Manachini et al.,
1985), mohou pietrvavat ve slanych oblastech (Asker a Ohta, 1999) a dokonce mohou byt
endofyti (Dengetal., 2011).

Ve srovnani s jinymi bakterialnimi skupinami byla difive produkce pigmentu povaZzovéana
za nejpravdépodobnéjsi u aktinobakterii (Marroquin a Zapata, 1954). Rod Streptomyces
byl studovan pro nejvyssi produkci pigmentu jiz v hlubsi minulosti (Conn a Jean, 1941).
Dnes je vSak znamo, ze bakterie produkuji Sirokou Skalu pigmentd, jako jsou karotenoidy,
melanin, violacein, prodigiosin, pyocyanin, aktinorhodin a zeaxantin (Ahmad et al., 2012;
Venil a kol., 2014), coz je dano tim, ze bylo objeveno mnoho bakteridlnich kment
produkujici nové pigmenty a navic byly a jsou intenzivné¢ zkoumany podminky pro tvorbu

pigment.

Kultivacni podminky a optimalizace médii ukazaly zvySenou produkci pigmenti u Bacillus
sp., ktery vykazoval vyznamnou produkci pigmentu pti kultivaci pti pH 7,0 £ 0,1 a teploté
34 ° C (Mondal et al., 2015). Podobné Duganella sp. B2 pti optimalnim pH a zdrojich
dusiku vykazovala zvySenou produkci violaceinu (4,8-nasobek proti standardnimu zdroji

dusiku) (Wang et al., 2009).

5.1 Typy pigmentu

5.1.1 Karotenoidy

Karotenoidy byly nejprve izolovany Heinrichem Wilhelmem Ferdinandem Wackenroder
(Wackenroder, 1831). VSechny karotenoidy jsou tetraterpenoidy (Kocher a Muller, 2011)
a existuje vice nez600 znamych karotenoidd, které jsou rozdéleny do dvou tfid:

xanthophylly (které obsahuji kyslik) a karoteny (které jsou ¢isté uhlovodiky a neobsahuji
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zadny kyslik). Mikrobidlni produkce karotenoidli vykazuje snadné vyuziti za pouziti
nizkondkladovych substrati a bezpecnosti (Mata Gomezet al., 2014). Mikroorganisma
produkujici karotenoidy je mnoho a zahrnuji Flavobacterium multivorum (Bhosale a
Bernstein, 2004), Rhodobacter sphaeroides (Chenet al., 2006), Sphingomonas sp. (Silva et
al., 2004), Agrobacterium aurantiacum, Paracoccus carotinifaciens, Gordonia jacobea
(Dufosse, 2006). Karotenoidy se pouzivaji jako vitaminové dopliky a hraji dilezitou roli v

ochrang pied oxida¢nim stresem (DellaPenna a Pogson, 2006).

5.1.2 Melaniny

Melaniny jsou indolické polymery (Surwase et al., 2013) jako eumelaniny, femelaniny a
alomelaniny (Banerjeeet al., 2014). Melaniny se bézné vyskytuji ve vSech zivych
systémech a jejich pifitomnost v t€émét kazdém velkém taxonu naznacuje evolu¢ni vyznam
(Plonka a Grabacka, 2006). Produkce melaninu byla popsdna u velkého poctu rozmanitych
mikroorganismli, jako je Vibrio cholerae, Shewanella colwelliana, Alteromonas
nigrifaciens (Soliev et al., 2011) a u mnoha druhi rodu Streptomyces (Manivasagan et al.,
2013). Melanin poskytuje odolnost proti UV zafeni tim, Zze absorbuje Siroky rozsah
vinovych délek a ptedchazi fotodegrada¢nimu poskozeni bunck (Hill, 1992). Melanin také
chrani pfed vysokymi teplotami a chemickym namahanim. Melanin je proto znacné
pouzivan v kosmetice, ochrané fotografii, krému, bryli a dokonce i1 k imobilizaci
radioaktivniho odpadu jako je uran. Ma vlastnosti antiHIV (Plonka a Grabacka, 2006,
Surwase et al., 2013).

5.1.3 Prodigiosin

Prodigiosin je ¢erveny pigment, ktery byl nejprve izolovan z bakterie Serratia marcescens
(Boger and Patel, 1987). Produkce prodigiosinu byla pozdéji popsdna 1 u
Pseudomonas magneslorubra, Vibrio psychroerythrous, Vibrio gazogenes a Alteromonas
rubra (Darshana Manonmani, 2015). Vyskyt mikroorganismii produkujicich prodigiosin je
Siroky (Gandhi et al., 1976, Kim et al., 2007). Prodigiosin plsobi jako silnd terapeuticka
molekula, ma zejména imunosupresivni a protinadorovy u¢inek. Prodigiosin také vykazuje
insekticidni, antifungélni, antibakteridlni a antimalarickou aktivitu (Harriset al., 2004,

Kamble a Hiwarale, 2012).
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5.1.4 Violacein

Violacein je fialové zbarveny pigment, poprvé popsany z gramnegativni bakterie
Chromobacterium violaceum. Na rozdil od Chromobacterium violaceum, produkce
violaceinu byla hldSena z riznych mikroorganismt, jako je Janthinobacterium
lividum,  Pseudoalteromonas  luteoviolacea, Pseudoalteromonas  tunicata, a
Pseudoalteromonas ulvae. Violacein vykazuje ruzné biologické aktivity, vcetné
antivirovych, antibakteridlnich, protinadorovych a enzymovych modula¢nich vlastnosti

(Matz a kol., 2004, Duran et al., 2007, Soliev et al., 2011)

5.1.5 Riboflavin

Riboflavin, také nazyvany vitamin B2, je pigment rozpustny ve vodé, ktery vykazuje
silnou Zlutozelenou fluorescenci. Ten byl nejprve izolovan anglickym chemikem
Alexanderem Wynter Blythem (Blyth, 1879). Struktura riboflavinu byla potvrzena
Kuhnem a Weygandem; mé dvé odlisné Casti sestdvajici z jednotky ribozy a struktury
flavinh se ttemi kruhy, zndmé jako lumichrom (Kuhn et al., 1933). Riboflavin je nezbytny
vitamin, ktery je potiebny pro ¢lovéka v mnozstvil,1-1,3 mg denné. Riboflavin plisobi
jako strukturni slozka koenzymu flavin mononukleotidu a flavin adenin dinukleotidu. Oba
koenzymy katalyzuji neenzymatické oxida¢né-redukéni reakce tim, ze funguji jako
dehydrogenac¢ni nosi¢e vodiku v dopravnim systému podilejicim se na produkci ATP.
Riboflavin je pouzivan jiz vice nez 30 let, napt. jako soucast terapie neonatalni zloutenky.
Soubézna 1écba riboflavinem s beta blokatory ukazala zlepSeni u migrénovych bolesti
hlavy (Kutsal and Ozbas, 1989; Feroz, 2010). Ukdzalo se rovnéz, ze riboflavin v
kombinaci s UV svétlem je UCinny pii snizovani Skodlivych patogenii v krevnich

produktech (Goodrich et al., 2006).

5.1.6 Pyocyanin

Pyocyaninje modry pigment produkovany Pseudomonas aeruginosa (Hassan and
Fridovich, 1980). Pyocyanin byl pouzivan jako proti mikrobni latka, nebot ma

antibakterialni a antifungélni vlastnosti (Jayaseelanet al., 2014).
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5.2 Aplikace pigmenti

5.2.1 Pigmenty v textilnim primyslu

Textilni pramysl vyuziva ptiblizn¢ 1,3 milionu tun syntetickych barviv a prekurzori barviv
ro¢né¢ (Venilet al., 2013). Az 200 000 tun barviva se kazdorocné vylucuje s odpadnimi
vodami béhem barveni a dokoncovacich praci. Bohuzel vétSina téchto barviv unika
konvenénim procesiim ¢isténi odpadnich vod a pretrvava v zivotnim prostiedi v dusledku
jejich vysoké stability vic¢i svétlu, teplotam, vod¢€, detergentim, chemikaliim, mydlim a
dalSim vlivim (Ogugbue a Sawidis, 2011). Je proto velky zajem na pouzivani ekologicky
Setrnych barviv. Mikrobidlni pigmenty jsou ekologicky Setrna barviva pouZitelnd pro
barveni textilnich tkanin (Chadni et al., 2017). Mnoho mikrobialnich pigmentd jiz bylo
odzkouseno k pouziti pro barveni riznych typu tkanin. Prodigiosin z Vibrio sp. muze
barvit vlnu, nylon, akryl a hedvéabi. Pfi pouZiti tamarindu jako motidla mizZe pigment od
Serratia marcescens barvit az pét typu latek, véetné akrylové, polyesterové mikrovlakny,
polyesteru, hedvabi a baviny (Yusof, 2008). Kromé barviciho efektu vykazovaly mikrobi-
aln¢ barvené textilie také antimikrobidlni vlastnosti. Textilni tkanina barvena prodigiosiny,
ziskanymi z Vibrio sp., vykazovala antibakteridlni aktivitu proti Staphylococcus aureus a
Escherichia coli (Alihosseini et al., 2008). Mikrobialni pigmenty tak mohou zvysit trzni
hodnotu tkaniva a mohou nahradit takové syntetické barvy, které jsou toxické pro lidstvo a

piirodu.

5.2.2 Antimikrobialni ¢inidla

Mikrobidlni pigmenty slouzi jako antimikrobidlni Cinidla proti Sirokému spektru patogenti
(Malik et al., 2012). Pigmenty, jako je pyocyanin a pyorubin ziskané z Pseudomonas
aeruginosa, vykazuji vyraznou antibakteridlni aktivitu proti Citrobacter sp. Pigmenty
produkované Micrococcus luteus KF532949 vykazovaly slibnou mikrobialni aktivitu proti
patogenim puUsobicim zanéty ran, jako je Staphylococcus sp., Klebsiella sp.,
a Pseudomonas sp. (Umadevi a Krishnaveni, 2013). Pigment ziskany ze
Streptomyces hygroscopicus dokonce vykazoval dobrou antimikrobidlni aktivitu proti
patogeniim rezistentnim vu¢i n€kterym antibiotikiim, jako jsou kmeny Staphylococcus
aureus rezistentni vi¢i methylicinu a vankomycinu a kmeny Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa produkujici p-laktamasui vii¢i Klebsiella sp. (Berlanga et al.,

2000; Selvameenal et al., 2009).
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5.2.3 Potravinarska barviva

Aby bylo jidlo pfitazlivé, ptidavaji se bud’ syntetickd, nebo ptirodni barviva. V poslednich
dnech se vyrobci potravin piesouvaji ze syntetickych do pfirodnich barviv kvili
negativnim zdravotnim disledkiim spojenym se syntetickymi barvami (Aberoumand,

2011; Venil et al., 2013).

5.2.4 Antioxidanty

Mikrobialni pigmenty jako karotenoidy a naftachinony prokézaly antioxidacni aktivitu
(Tuli et al., 2015). Antioxidacni aktivitu ma taktéz karotenoid izolovany z antarktické
bakterie rodu Pedobacter. Pigment ma silnou antioxida¢ni kapacitu a chrani bakterii proti

oxidacnimu poSkozeni (Correallanten et al., 2012).

5.2.5 Protinadorové latky

Mnoho mikrobidlnich pigmenti mé4 protinddorovou aktivitu, napf. prodigiosin
z Pseudoalteromonas sp. 1020R vykazal cytotoxicitu proti leukemickym bunkdm U937
(Wang et al.,, 2012). Podobn¢ melanin ze Streptomyces glaucescens NEAE-H ukézal

protinadorovou aktivitu proti bunécné linii rakoviny kiize (El-Naggar a EI-Ewasy, 2017).

5.2.6 Bioindikatory

Mikrobidlni pigmenty se daji pouzit i jako bioindikatory. Fluorescencni pigmenty z
bakterii mohou byt pouzity pro kontrolu prubéhu specifickych reakei. Klicovym piikladem
je fykoerythrin, ktery se pouziva k predikci rychlosti zachycovani peroxyradikalt v lidské
plazmé. Pigment nejprve vykazuje fluorescenci, tmavé skvrny se objevuji tam, kde

pigment reaguje s radikaly (Delange a Glazer, 1989).

5.2.7 Chemicka modifikace bakterialnich pigmentii

Pigmenty, vytvafené bakteriemi, nemusi byt ve své piirozené formé optimalni pro aplikaci,
ale barviva produkovand rody Chromobacterium, Sarcina a Micrococcus mohou byt

chemicky modifikovana tak, aby byla napt. rozpustna ve vodé (Heer, 2017).
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6 FAKTORY OVLIVNUJICi PRODUKCI PIGMENTU

Existuji dva typy produkce: Rist na pevném substratu a v ponofeném (submerznim) stavu.
Obecné se pro prumyslovou vyrobu pigmentli pouziva submerzni kultivace. Pfi kultivaci
na pevnych substratech dochéazi k produkci pigmentované biomasy na povrchu pevného
substratu. Tato technika ma mnoho potencidlnich vyhod, véetné ispory odpadnich vod a
vyssiho vynosu metabolitli, ale zabira obrovské plochy. Na druhé stran¢ mikroorganismy,
kultivované aerobné v kapalném médiu za spravného michani, vykazuji vy$§i homogenitu
rustu bunék a Ize je na malé ploSe péstovat ve velkém objemu. Produkci pigmentt
ovliviluje mnoho parametri jako zdroj uhliku, zdroj dusiku, teplota, pH, rychlost

provzdusnovani atd. (Heer, 2017).

6.1 Teplota

Produkce mikrobidlnich pigmentt je velmi zavisld na typu mikroorganismu a teplota je

hlavnim faktorem pro produkci mikrobidlnich pigmentti (Heer and Sharma, 2017).

6.2 pH

Dalsim z nejdalezitéjSich faktort pro produkci mikrobidlniho pigmentu je pH. Je nutno
brat v potaz, ze zména pH =z optimdlni hodnoty neovlivni jen produkéni vlastnosti
mikroorganismu, ale uz i mirnd zména pH mize zménit barvu odstinu mikrobidlniho

pigmentu (Heer and Sharma, 2017).

6.3 Inkubac¢ni doba

Rizna inkubaéni doba ovliviiuje rist mikrobidlniho producenta a tim i tvorbu pigmentu;
nejvice pigmentu byva produkovéano v rozmezi 24 — 96 hodin kultivace (Heer and Sharma,

2017).

6.4 Zdroj uhliku

Produkce pigmentu miZe byt vyrazné ovlivnéna typem zdroji uhliku, jako je naptiklad
glukosa, fruktosa, laktosa, maltosa, sacharosa. Zdroj uhliku jako glukosa anebo jeji
oligosacharidy jsou obvykle lepsi pro rist mikrobidlniho kmene i1 produkci pigmentt (Heer

and Sharma, 2017).
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6.5 Zdroj dusiku

Zdroje dusiku jsou také dilezitym faktorem pro mikrobidlni pigmenty, a to v silné

zavislosti na konkrétnim druhu mikroorganismu (Heer and Sharma, 2017).
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7 ROD MICROCOCCUS

Rod Micrococcus je zatazen do domény Bacteria, kmene Actinobacteria, ttidy
Actinobacteria,  tddu  Actinomycetales, Celedi  Micrococcaceae  a  rodu

Micrococcus (Sedlacek, 2007).

Bunky rodu Micrococcus jsou sférické, vyskytujici se po dvou, ve ctveficich nebo
v nepravidelnych shlucich, ale ne v fetizcich. Barvi se gram-pozitivn€. Jsou nepohyblivé,
nesporulujici, striktné aerobni a mohou produkovat pigmenty. Jsou chemoorganotrofni
s respiratornim metabolismem a z cukrd produkuji malé nebo zadné mnozstvi kyselin.
Rostou na béZnych médiich a jsou mirné halotolerantni — rostou az pii 5%NaCl. Jsou
mezofilni, optimalni rtstova teplota je v rozmezi 25 az 37 °C. Primarn¢ se vyskytuji na
ktzi savcu vcetné Cloveka, dale se nachéazeji v pide€, v ovzdusi, ve vode a v potravinach,

pievazné v masu. Obecné jsou povazovany za nepatogenni (Sedlacek, 2007).

Rod Micrococcus obsahuje tfadu druhti, nejznaméjsi jsou dva, a to druh Micrococcus
luteus a Micrococcus lylae. Micrococcus luteus je Zluté pigmentujici, vyskytujici se na
ktzi savelt a Micrococcus lylae je obvykle nepigmentujici a vyskytujici se téz na kiizi

savcu (Sedlacek, 2007).
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8 JINE BAKTERIE TVORICI MODRY A FIALOVY PIGMENT

8.1 Streptomyces sp.

Pigmenty rozpustné ve vodé nejsou u mikroorganismi uplné bézné, ale maji velky
biotechnologicky vyznam. Soucfasny antagonismus vuc¢i syntetickym barvam vyzval
k velkému mnozstvi vyzkumu potencidlnich mikroorganismii poskytovat ve vodé
rozpustné pigmenty, vhodné pro pouziti jako barviva pro potravinaisky pramysl

(Margalith, 1992).

Uvadi se napt. izolace a identifikaci kmene Streptomyces sp. LS-1, ktery produkuje
relativné velké mnoZstvi ve vodé rozpustného, stabilniho a netoxického pigmentu. Kmen
LS-1 byl izolovan ze vzorkdi odebranych z pidy v oblasti Nanjing v Ciné. Kmen byl
kultivovan v médiu obsahujici skrob 20 g/l, KNO; 1 g/I,NaCl 0,5 g/l, MgSO,4 - 7H,O 0,5
g/l, KoHPOs - 3H,O 0,5 g/, FeSO4 - 7H,O 0,01 g/l, pti pH 7,4 — 7,6. Kmen byl
kultivovan jeden den pii 30 °C, nez byl pienesen do 250 ml baiiky obsahujici 100 ml mé-
dia. Dale probihala kultivace na orbitalni tfepacce pti 3,3 Hz a 30 °C. Submerzni kultivace

byla provadéna v automatickém fermentoru Vir-Tis 3L (LingLu, 2002).

Pro zkoumani, zda je produkce pigmentu ovlivnéna rtiznymi zdroji dusiku a uhliku, byly
jako zdroj dusiku pouzity NH4SO3, NH4Cl a KNOs3 (0,1% w/w). S dusi¢nanem draselnym
jako hlavnim zdrojem dusiku byl zkouman vliv zdroji uhliku (glukosa, sacharosa a Skrob),
(LingLu, 2002). Kvantifikace pigment ve vhodnych casovych obdobich, kdy se odebiraly
vzorky o objemu 10 — 20 ml k méfeni Asgosupernatantu (omax absorpcniho spektra

fermentacni kapaliny), (Horinouchi a Beppu, 1984).

Bylo zjisténo, Ze kmen LS-1 je shodny srodem Streptomyces a je blizce piibuzny s
S. indigocolor. Byl prokazan vliv zdroje uhliku a dusiku na produkci modrého pigmentu.
KdyZz byl zdrojem KNO;, pigment byl bohaté tvofen a akumulovan. Za kultivace pfti
pridani NH4sNO; nebo NH4ClI nebyla pozorovana zadna produkce pigmentu, coz by mohlo
znamenat, ze syntéza pigmentu je inhibovana amonnym dusikem. Glukosa byla nejlepSim
zdroje uhliku, jako druhy nejlepsi zdroj lze povazovat sacharosu. Pii submerzni kultivaci
byla produkce pigmentu po dobu 45 hodin velmi slabd, poté vSak prudce vzrostla a dosahla
maxima po 4 dnech. MnoZstvi pigmentu ve 3 litrovém fermentoru bylo ptiblizné tfikrat

vyS$$i neZ v laboratornich baiikach a doba kultivace byla pfiblizné o 60 hodin kratsi, coz
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autofi vysvétlili lepSim provzdusiovanim béhem tvorby pigmentu ve fermentoru (LingLu,

2002).

Autofi také zjistili, ze pigment byl stabiln¢jsi za viditelného svétla v alkalickém prostredi
nez v kyselém. M¢éteni teplotni stability v rozmezi 20 — 100 °C ukazalo, Ze po 1 hodinové
inkubaci pti 100 °C 86 % pigmentu zistava. Pigment produkovany kmenem LS-1 byl
strukturné velmi podobny aktinorhodinu, popsaném jiz diive v publikaci Bystrykh et al.,
1996. Kdyz byly oba pigmenty pozorovany tenkovrstvou chromatografii, jejich retencni
vlastnosti byly takika identické.

ProtoZze podobny vysledek byl ziskdn 1 pomoci HPLC, povazuji autofi pigment
produkovany kmenem LS-1 za tzce strukturné blizky modrému pigmentu aktinorhodinu,

ktery produkuje S. coelicolor (LingLu, 2002).

8.2 Pantoea agglomerans

Jednou =z dalSich bakterii, schopnych produkovat tmavé modry pigment, ktera byla
izolovana z prostiedi a identifikovana jako gramnegativni bakterie, je Pantogea
agglomerans. Rovnéz 1 u ni byla studovéna produkce pigmentu za riznych podminek,
ovSem spiSe z pohledu potencidlniho vyuziti pigmentace této bakterie coby indikatoru
nespravného skladovani potravin. Pantogea agglomerans je gramnegativni tycinka,
pohybliva, pozitivni na Voges-Proskauer test, katalazu, malonat, vyuziti moCoviny a

arabinosy.

Nejprve byly studovany koncentrace organickych slozek pro piipravu agarovych ploten.
Organismus byl naoCkovan na agarové plotny s rtiznymi koncentracemi glukosy (5 az
20 g/1) a trypticko sojového bujonu (TSB, 2,5 az 20 g/l) a pH bylo upraveno na 6,8. Po
inkubaci po dobu 14 hodin pii 20 °C byla zmétena barva agarovych misek, jako index
tvorby pigmentu. Bylo zjisténo, ze kombinace 10 g/l TSB a 5 g/l glukosy generovaly
nejvyssi hodnotu produkce pigmentu. Poté bylo zkouméano pH a to v rozmezi mezi 5,6 az

7,6 a nejvyssi hodnota produkce pigmentu byla zjiSténa pti pH 6,4.

Dale byl zkouman ptidavek glycerolu a bylo zjisténo, Ze 10 g a 40 g na litr mirné zvysilo
produkci pigmentu ve srovnani s kontrolnim vzorkem. Pii 80 g a 160 g glycerolu byla
produkce pigmentu zpoZdéna, a proto se koncentrace 40 g na litr se jevila jako optimalni.

Autofi rovnéz zjistili, Ze na produkci pigmentu ma vliv pocatecni hustota bunck.
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Zkousené pocatetni hodnoty hustoty bundk byly 102 CFU/cm’, 10'* CFU/ecm’, 107
CFU/cm® a 10" CFU/cm®. Pavodné pouzivanad hustota bundné suspenze byla 10%2
CFU/cm?). Produkce pigmentu byla rychlejsi pii pocate¢nich hodnotiach mezi 10%°
CFU/cm” a 10*? CFU/cm’. Zajimavym pozorovanim bylo, e Z4dny modry pigment nebyl
produkovan p¥i nejvyssi po&atedni koncentraci 10! CFU/cm?, ale buiiky béhem inkubace

vyrostly zluté.

Bylo také pozorovano, Ze produkce pigmentu zacala v pozdni logaritmické fazi rastu
pigmentu. Z hlediska produkce pigmentu pii konstantnich teplotdch (mezi 8 °C a 20 °C)

bylo zjisténo, Ze tvorba pigmentu nastava pti teplotach 10 °C a vice.

Na zavér autofi studovali nékteré vlastnosti pigmentu a zjistili, Ze je rozpustny ve vodé, ale
ne v organickych rozpoustédlech jako jsou chloroform, aceton nebo acetonitril. KdyZz se
vSak do rozpoustédla pfidalo malé mnoZstvi vody, tak se pigment rozpustil. Tim se tento
pigment lisi od ostatnich mikrobidlnich fialovych a modrych pigmentt, jako je naptiklad
violacein. Zajimavé je, ze se barva pigmentu zménila dle hodnoty pH (na rtizovou
v kyselém roztoku), ale v alkalickém roztoku se nezménila. Tyto vlastnosti pigmentu jsou
podobné vlastnostem antokyanti, modrych pigmentt rostlin. Také bylo zjiSténo, ZzZe
studovany modry bakterialni pigment neni stabilni ve vod¢ a modré barva v ném postupné

méni intenzitu (Fujikawa, 2010).
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9 KULTURA CCM 4431 A JEJI PUVOD

Existence grampozitivnich mikrokokt, tvofici fialové rozpustné barvivo, je znama jiz
dlouho; dtive vSak byly oznacovany jako Staphylococcus flavocyaneus (Aaronson, 1955).
Nicméné védeckych praci o fialové pigmentujicich mikrokokéch je velmi malo a zadna se

nevénovala studiu podminek produkce barviva.

Jsou k dispozici dvé staré védecké prace, zabyvajici se taxonomickym zafazenim takovych
kokl. Tehdy nové uspotadani navrhli dva ceSti védci Kocur a Martinec (1963), ktefi
prefadili fialové pigmentujici koky do rodu Micrococcus, konkrétné do druhu
Micrococcus luteus a tento navrh byl podpoten praci Rosypala, Kocura a Hod’éka, rovnéz

z roku 1963.

O ftadu let pozdéji, vroce 1995, byla provedena rozsahld taxonomickd revize vSech
bakterii, které byly do té doby fazeny do rodu Micrococcus (Stackebrandtet al., 1995).
V ramci této revize byl ustanoven i1 novy druh Micrococcus lylae, velmi blizky druhu

Micrococcus luteus (Stackebrandtet al., 1995).

V kvétnu roku 1994 byla ve Zlin€ z ovzdusi Janem Ruzickou ziskdna kultura mikrokoka,
produkujici rozpustné fialové barvivo a v zaii stejného roku byla nasledné ulozena do
Ceské sbirky mikroorganismti Brno (CCM). Tam byla podle svych biochemickych a jinych
vlastnosti pozd¢ji zatazena do druhu Micrococcus lylae a bylo ji ptidéleno katalogové ¢islo

CCM 4431.
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II. PRAKTICKA CAST
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10 CiL PRACE

Cilem teoretické Casti bakalaiské prace bylo popsat produkci bakteridlnich pigmentd, jejich

rozdéleni a aplikaci, typy bakteridlnich pigmentt a faktory ovliviiujici jejich produkeci.

Cilem praktické casti prace bylo zkoumani vlivu vnéjSich faktorti na produkci modrého
pigmentu kulturou Micrococcus lylae CCM 4431. Pigmentu byl dan pracovni nazev lylein.
Byl zjistovan charakter lyleinu pfi rastu kultury na pevném a tekutém kultivaénim médiu,
zjisténi vyznamu glukosy v Zivném médiu, produkce lyleinu v zavislosti na dobé
kultivace, otestovani kultivaénich teplot pro produkci lyleinu, ovéfeni linearity
spektrofotometrického stanoveni lyleinu, ovéfeni moZnosti zjednoduSeni ptipravy TYA
agaru s glukosou, ovéfeni tvorby lyleinu pii kultivaci na mineralnich a obohacenych

agarech a ovéfeni ristu kultury na TYA agaru s glukosou v zavislosti na pH.
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11 MATERIAL A METODIKA PRACE

V bakalafské praci byla pouzita kultura Micrococcus lylae CCM 4431 z Ceské sbirky
mikroorganismi Brno (CCM), ktera byla nasledné¢ uchovavana v mikrobiologické

laboratoti Ustavu inzenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi Fakulty technologické.

11.1 Kultiva¢ni média a pristrojové vybaveni

11.1.1 Kultiva¢ni média
TYA agar (Tryptone yeast extract agar)

Pt1 pripravé zivné pidy byl pouzit TYA agar (HiMedia, Indie) a jeho konkrétni mnoZstvi
bylo smichano s destilovanou vodou. Po dokonalém rozpusSténi byl agar sterilizovan
v autoklavu pii 125 °C pti zvySeném tlaku vodnich par po dobu 25 minut. Po sterilizaci se
agar ochladil na cca 60 °C a byl rozlit do pfipravenych sterilnich Petriho misek tak, aby

vznikla vrstva byla vhodna pro kultivace pti konkrétnim pokusu.

V mé praktické préaci bylo vyuzivano dvou typi TYA agart, a to TYA agar s glukosou
(TG agar) nebo TYA agar bez glukosy. Pro piipravu TYA agaru bez glukosy bylo
navazeno 2,1 g agaru a ten byl smichdn se 100 ml destilované vody. Pro pfipravu TYA

agaru s glukosou bylo navazeno 2,1 g agaru a ten byl smichan s 90 ml destilované vody.

TYA agar s glukosou byl ptipravovan dvéma zpusoby. Prvnim zplisobem byla piiprava,
kdy se 10 ml roztoku 10% glukosy ptidalo pted sterilizaci a druhy zptisob, kdy se 10 ml
sterilntho10% roztoku glukosy ptidalo po sterilizaci. Koncentrace glukosy tak byla vzdy
10 g/l. SloZeni zékladniho TY A agaru je uvedeno v nasledujici tabulce (tab. 4).

Tabulka 4 — SloZeni TYA agaru

Agar 12 g/l
Enzymaticky hydrolyzat kaseinu 6 g/l
Prasek z kvasni¢ného extraktu 3¢l

Vysledné pH pii 25 °C 7,2 £ 0,2
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Minerdlni agar

Navazka minerdlniho agaru (MA) byla 1,9 g a byla rozpusténa v 90 ml destilované
vody. Mineralni agar byl sterilizovan pti 125 °C po dobu 25 minut. Hodnota pH byla
upravena v rozmezi hodnot 7,2 — 7,4. Slozeni minerdlniho agaru je uvedeno v nasledujici

tabulce (tab. 5).

Tabulka 5 — Slozeni mineralniho agaru

K,HPO, 0,100 g
NH,Cl 0,110 g
MgSO,47H,0 0,020 g
FeSO,7H,0 0,005 g
CaCl, 0,002 g
Agar 1,600 g

Zasobni roztok stopovych prvki

K nékterym pokusiim byl vyuzit zasobni roztok stopovych prvkl. Slozeni zasobniho

roztoku je uvedeno v nasledujici tabulce (tab. 6).

Tabulka 6 — Slozeni zasobniho roztoku stopovych soli

MnSO, . SH,0 0,043 g
H;BO; 0,057 g
ZnSO, . 7H,0 0,043 g
(NH4)sM0,05, . 4H,0 0,037 g
Co(NO3), . 6H,0 0,025 ¢
CuSO; . SH,0 0,040 g
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Fyziologicky roztok

K pokustim byl vyuzivan fyziologicky roztok, ktery byl pfipraven smichdnim 8,5 g NaCl
s 1000 ml destilované vody.

11.1.2 Pristrojové vybaveni

Bézné laboratorni vybaveni pro mikrobiologickou praci (zkumavky, odmérné viélce,
jednorazovy plastovy material), automatické pipety, pH metry, termostaty, inkubatory,
centrifuga MR231 JOUAN, autoklavy, mikrobiologicky lamindrni box II A — Telstar
(Spanélsko), UV-VIS spektrofotometr UNICAM UV 500, sterilni filtr s porozitou 0,2 pm
Ahlstrom.

11.2 Zjisténi charakteru lyleinu pri ristu kultury na agarovém a v teku-
tém médiu

K pokusu byl pouzit trypticky bujon s kvasni¢énym extraktem a glukosou (TG bujon). 2,1 g
TYA agaru bylo smichano s 90 ml destilované¢ vody a po rozpusténi rozpustnych slozek
byla smés piefiltrovana ptes papirovy rychlofiltr. Poté roztok, ktery byl zbaveny agaru, byl
rozplnén po 18 ml do 1dhvi o objemu 250 ml a byl sterilizovan. Do lahvi s TG bujonem
bylo asepticky pfidino po 2 ml sterilntho 10%  roztoku  glukosy
a kazda lahev byla zaoc¢kovana kulturou M. lylae4431. Kromé toho byly piipraveny Petriho
misky sTG agarem a v nich Dbyly kovovou formou  asepticky
vyfiznuty stfedové kruhy. Petriho misky byly masivné zaockovany kulturou, avSak ne
k okrajim agaru. Ve tfech Petriho miskach byl vyfiznut maly kruh (pramér 35 mm), do
kterého bylo napipetovano 3 ml destilované vody a 150 pl10% roztoku glukosy a ve tfech
dalsich  velky kruh (primér 50 mm), do n&Zz bylo napipetovano
5 ml destilované vody a 250 ul10% roztoku glukosy. Kultivace agarti i bujonli probihala
pti 25 °C. Po 4 dnech bylo odebréno z lahvi s TG bujonem do eppendorfek ur¢ité mnozstvi
suspenze a builky byly odstranény centrifugaci. Suspenze byla centrifugovana po dobu 10
minut pfi 4 °C a 10 0000 ot./min a supernatant byl prefiltrovan. Z Petriho misek byly
odebrany roztoky a prefiltrovany. Oba typy ziskanych roztoki s barvivem byly prométeny
pii 200 — 800nm na UV — VIS spektrofotometru.
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11.3 Zjisténi vyznamu glukosy v Zivném médiu
K tomuto pokusu byly vyuzity kombinace TYA agaru, glukosy, sacharosy a glycerolu.

a) TYA agar: 2,1 g zékladu +100 ml destilované vody. Sterilizace.

b) TYA agar s glukosou: 2,1 g zdkladu + 90 ml destilované vody, po sterilizaci
pridano10 ml roztoku glukosy o koncentraci 10%.

c) TYA agar se sacharosou: 2,1 g zékladu + 1 g bezvodé sacharosy + 100 ml
destilované vody. Sterilizace.

d) TYA agar s glycerolem: 2,1 g zakladu + 1 g glycerolu + 100 ml destilované vody.

Sterilizace.

Po sterilizaci v autokldvu byl rozlit kazdy zivny agar po 20 ml do Petriho misek (bylo

vyuzito sterilnich valecku).
Byla ptipravena husta suspenze kultury 4431 ve sterilnim fysiologickém roztoku.

Na 4 misky z kazdého typu agaru byla naockovana kultura 4431 kiizovym roztérem
s pouzitou pfipravenou suspenzi. Pro naneseni ovalu (pecky) byla pouzita vzdy stejna

klicka. Kazdé Petriho miska tak byla zao¢kovana ptiblizn€ stejnym inokulem.

Kultivace misek probihala pti 30 °C s odectem po 2-3-4-7 dnech.

11.4 Zjisténi produkce lyleinu v priibéhu kultivace

K tomuto pokusu byl pouzit TY A agar s glukosou 10 g/1.

Po sterilizaci v autokldvu byl zivny agar rozlit po 50 ml do 8 Petriho misek za vyuziti
sterilntho valecku. Byla pfipravena velmi hustd suspenze kultury 4431 ve sterilnim
fyziologickém roztoku. Asepticky byly vykrojeny stfedy agaru a byly vyjmuty. Agary byly
naoCkovany definovanym mnozstvim kultury (cca 0,5 cm od okraje vyfezil). Do
vykrojenych stfedi bylo nepipetovano po 5 ml sterilni destilované vody s 250 pl 10%
roztoku glukosy. Misky byly opatrné vloZeny do termostatu na 30 °C. Po 24 hodinich
kultivace byla odebrana sterilnimi Spickami kapalina a byl zjistén jeji objem, nasledné byla
kapalina centrifugovana a byla zmétena absorbance pifi vlnové délce 601 a 605 nm. Po
kazdém odebrani bylo do stfedu opét napipetovano 5 ml sterilni destilované vody a 250 pl
10% roztoku glukosy. Postup byl opakovan po 24 hodinach a v ptipadé, ze doslo
k intenzivnimu zbarveni, bylo nutno pfed méfeni absorbance roztok definované ziedit

destilovanou vodou 1:1 nebo 1:2.
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11.5 Ovéreni kultiva¢nich teplot pro produkci lyleinu

Ktomuto pokusu byl opét pouzit TYA agar sglukosou. Po sterilizaci
v autoklavu byl zivny agar rozlit po 20 ml do 10 Petriho misek za pouziti sterilnich

odmérnych valecka.

Byla ptipravena husta suspenze 4431 ve sterilnim fyziologickém roztoku. Na 9 misek byla
naoc¢kovana kiizovym roztérem piipravena suspenze. Pro naneseni ovalu byla pouzita vzdy
stejna klicka. Kazdéa Petriho miska byla zaockovana ptiblizné stejnym inokulem. Kultivace
misek probihala pii 25, 30 a 37 °C. Odecet misek probihal pribézné a byl fotograficky

dokumentovan. Dokumentace probihala po 3-4-7 dnech.

11.6 Ovéreni linearity spektrofotometrického stanoveni lyleinu

TYA agar s glukosou byl rozlit po 50 ml do 4 Petriho misek. Stiedy agaru byly vykrojeny
vykrajovatkem a bylo do nich nadavkovano 5 ml sterilni destilované vody s ptidavkem 250
ul 10% roztoku glukosy. Misky byly inkubovany pti 30 °C. Po 3 dnech kultivace byly
misky prohlédnuty a byl z nich odebran roztok barviva. Roztok barviva byl ptefiltrovan
pies sterilni filtr s porozitou 0,2 pum do d¢ist¢ zkumavky (koncentrat = vzorek K).
Hypoteticky bylo uvazovano o koncentraci barviva ve vzorku K 100 mg/l. Ze vzorku
K byly do dalSich 12 zkumavek pfipraveny vzorky ¢islo 1-12, které byly fedény destilo-

vanou vodou. Redéni vzorki je uvedeno v nasledujici tabulce (tab. 7).
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Tabulka 7 — Redéni vzorkii

Fiktivni Provedeni redéni
Vzorek Redéni koncentrace Objem vody

(/1] Objem K (mal]

K - 100,0 2,0 ml -
1 2:1 66,7 1,0 ml 0,5
2 1:1 50,0 1,0 ml 1,0
3 1:2 33,3 1,0 ml 2,0
4 1:3 25,0 1,0 ml 3,0
5 1:4 20,0 0,5 ml 2,0
6 1:5 16,7 0,5 ml 2,5
7 1:7 12,5 0,5 ml 3,5
8 1:9 10,0 200,0 pl 1,8
9 1:12 7,7 200,0 pl 2,4
10 1:19 5,0 100,0 pl 1,9
11 1:39 2,5 100,0 pl 3,9
12 1:99 1,0 100,0 pl 9,9

Po ptipravé vzorkii 1-12 byla proméfena u vzorku C¢islo 4 spektralni kiivka pti

200 — 800nm a bylo tak zjisténo absorpéni maximum pii 599 nm. Nésledné byla sestavena

kiivka zavislosti absorbance na fiktivni koncentraci.

11.7 Ovéreni moZnosti zjednoduSené pripravy TYA agaru s glukosou

K nasledujicimu pokusu byly pouZity 2 agary. Prvni agar byl pfipraven klasickym

zpisobem: navazka TYA agaru 2,1 g s90 ml destilované vody byla sterilizovana

v mikrovinném (MW) sterilizatoru, a poté bylo steriln¢ pfidano 10 ml roztoku glukosy o

koncentraci 10 %.
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Druhy agar byl pfipraven zjednodusenym zpisobem: k navazce TYA agaru 2,1 g s 90 ml
destilované vody bylo ptidano 10 ml roztoku glukosy o koncentraci 10 %. Poté bylo
sterilizovano v MW sterilizatoru. Po sterilizaci v MW sterilizatoru byl kazdy zivny agar
rozlit po 20 ml do 5 Petriho misek za pomoci sterilnich odmérnych valecki. Nasledné byla
ptipravena hustd suspenze kultury 4431 ve sterilnim fyziologickém roztoku. Na 3 misky
z kazdého typu agaru bylo kiizovy roztérem naoCkovand suspenze, ktera byla pied
pouzitim vzdy promichdna. Pro naneseni ovalu byla pouzita vzdy stejna klicka. Kazda
Petriho miska byla zaoCkovana pfiblizné stejnym inokulem. Kultivace misek probihala pti
30 °C, odecet probihal za 3-5 dni a vizuadlné¢ byla hodnocena mira ristu kultury a

produkce barviva.

11.8 Ovéreni tvorby lyleinu pfi kultivaci na mineralnich a obohacenych

agarech

K jednotlivym pokusiim byly vyZity kombinace mineradlniho média s vitaminy, glukosou,

kvasni¢nym extraktem a tryptonem.

1. TYA agar s glukosou, 100 ml, pfipraveny klasickym zplsobem: navdzka TYA
agaru 2,1 g + 90 ml destilované vody

2. MA + glukosa, 100 ml, navazka MA agaru 1,9 g + 90 ml destilované vody

3. MA + glukosa + vitaminy, 100 ml, navazka MA agaru 1,9 g + 90 ml destilované
vody (po sterilizaci bylo asepticky ptidano 0,5 ml MEM vitamini)

4. MA + glukosa, trypton a vitaminy, 100 ml, navazka MA agaru 1,9 g + 0,6 g
tryptonu + 90 ml destilované vody (po sterilizaci bylo asepticky pfidano 0,5 ml
MEM vitaminil)

5. MA + glukosa, kvasni¢ny extrakt a vitaminy, 100 ml, navdzka MA agaru 1,9 g +
0,3 g kvasni¢ného extraktu powder + 90 ml destilované vody (po sterilizaci bylo
asepticky pfidano MEM vitaminii 0,5 ml)

6. MA + glukosa + trypton + kvasni¢ny extrakt a vitaminy, 100 ml, navazka MA
agaru 1,9 g + 0,6 g tryptonu + 0,3 g kvasnicného extraktu powder + 90 ml
destilované vody (po sterilizaci bylo asepticky pfidano MEM vitamint 0,5 ml)

K mineralnim médiim €. 2 — 6 byl ptidan roztok stopovych prvkl o objemu 200 pl

Po sterilizaci v autoklavu byly agary uchovavany v chladnic¢ce. Po rozvateni v mikrovince

byly agary ponechdny na vychladnuti na 60-70 °C. Poté bylo steriln€¢ do agarti ptidano 3-6
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po 0,5 ml MEM vitamini a pak bylo do vSech agart steriln¢ ptiddno 10 ml Cerstve
prefiltrovaného roztoku glukosy o koncentraci 10 %. Agary byly dokonale promichany a
rozlity po 20 ml do 5 Petriho misek za vyuziti sterilnich odmérnych valeck. Byla
ptipravena hustd suspenze kultury 4431 ve sterilnim fyziologickém roztoku. Na 3 misky
z kazdého typu agaru byla kultura naockovéna kiizovy roztérem. K o¢kovani byla pouzita
pripravena suspenze, ktera byla vzdy pfed pouzitim promichana. Pro naneseni ovalu byla
pouzita vzdy stejnd klicka. Kazdd Petriho miska byla naockovéna piiblizné stejnym
inokulem. Kultivace misek probihala pii 30 °C a odecet probihal za 3-5-7 dni a vizualné

byla hodnocena mira rastu kultury a produkce barviva.

11.9 Ovéreni ristu kultury a tvorby lyleinu p¥i kultivaci na TYA agarech

s glukosou v rozpéti pH 5-10

K pokusu byly pouZity TY A agary s glukosou. Byl 7x navaZzen TYA agar po 2,1 ga do 6
znich byla pfiddna po 80 ml destilovana voda. Do sedmého bylo ptfidano 90 ml
destilované vody a tento agar slouzil jako kontrola. Po ptidavku destilované vody byly
navazky rozpustény a na pH metru upraveny u jednotlivych agarti na pH hodnoty 5,2; 6,2;
7,2; 8,2; 9,2 a 10,2. U jednotlivych davek agarii byly zaznamenavany objemy ptidané¢ho
roztoku NaOH nebo HCI. Po upravé pH byly ptipravované agary doplnény o zbyvajici
destilovanou vodou (10 ml, s odectem objemu roztoku, pouzité¢ho pro tpravu pH). Agary
byly poté sterilizovany. Po sterilizaci byly agary dal§i den rozvafeny v mikrovince a po
mirném ochlazeni bylo ptfidano 10 ml roztoku glukosy do vSech agar. Agary byly rozlity
po 20 ml na misky. Poté byla pifipravena husta suspenze kultury 4431 ve sterilnim
fyziologickém roztoku. Na 3 misky z kazdého typu agaru byla naockovana kiizovym
roztérem piipravend suspenze, kterd byla pfed pouZzitim promichana. Pro naneseni ovalu
byla pouzita vzdy stejnd klicka. Kazda Petriho miska byla zaockovéana pfiblizné stejnym
inokulem. Kultivace misek probihala pti 30 °C, rust byl odecitan po 3-5-7 dnech a vizudIné
byla hodnocend mira ristu kultury a hlavné produkce barviva. V nasledujici tabulce jsou

uvedeny piidavky HCl a NaOH k upravé pH agart (tab. 8).
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Tabulka 8 — Pridavky HCI a NaOH k uprave pH agarii a pridavek vody pri priprave

Konetné pH HCl[ml] NaOH[ml]| H,O [ml]
5.2 0,2 - 9,68
6,2 0,32 - 9,8
7.2 - 0,25 9,75
8,2 - 0,85 9,15
9,2 - 1,75 8,25
10,2 2.3 7,7
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12 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem praktické ¢asti prace bylo zkoumani vlivu vnéjsich faktori na produkci modrého
pigmentu kulturou Micrococcus Ilylae CCM 4431. Byl zjistovan charakter pigmentu
lyleinu pfi rastu kultury na pevném a tekutém kultivatnim médiu, zjiSténi vyznamu
glukosy v zivném médiu, produkce lyleinu v zavislosti na dobé kultivace, otestovani
kultiva¢nich teplot pro produkci lyleinu, ovéfeni linearity spektrofotometrického stanoveni
lyleinu. Dale ovéfeni moZnosti zjednoduseni piipravy TYA agaru s glukosou, ovéteni
tvorby lyleinu pfi kultivaci na mineralnich a obohacenych agarech o glukosu, trypton,
kvasni¢ny extrakt, vitaminy, stopové prvky a na zaver ovéreni rustu kultury na TY A agaru

s glukosou v zavislosti na pH.

12.1 Zjisténi charakteru lyleinu p¥i ristu kultury na agarovém a v

tekutém médiu

V pokusu byl sledovan charakter riistu pigmentu pfi rastu kultury na pevném a v tekutém
médiu. Jako pevné médium byl pouzit TG agar (= TYA agar s 10 g glukosy/l) a jako tekuté
médium byl pouzit TG bujon, ktery byl s vyjimkou agaru co do slozeni zcela identicky.
Roztoky byly po kultivaci proméieny na UV-VIS spektrofotometru pti 200 — 800nm.

Vysledky byly zaznamenany fotodokumentaci a pomoci grafu.
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12.1.1 Charakter pigmentu po 3 dnech ristu kultury na agarovém a v tekutém médiu

L)}

Obrazek 1 — TG agar, s vykrojenym stiedem o priméru 50 mm — zahdjeni kultivace

Obrazek 2 — Produkce pigmentu po 3 dnech na TG agaru s vykrojenym stredem o priiméru

35 mm
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Tekuté médium Agarové médium

Obrazek 3 — Charakter pigmentu po 3 dnech riistu na agarovém a v tekutem médiu
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Obrazek 4 — Zavislost absorbance na vinové délce u pigmentu ziskaného kultivaci

v tekutém a agarovém médiu po 3 dnech kultivace
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12.1.2 Charakter pigmentu po 5 dnech ristu kultury na agarovém a v tekutém médiu

Agarové Agarové

} 31 Tekuté
médium médium

12 médium

Obrazek 5 — Charakter pigmentu po 5 dnech kultivace kmene na agarovém a v tekutém

médiu
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Obrazek 6 — Zavislost absorbance na vinové dalce u pigmentu ziskaného kultivaci

v tekutém a agarovém médiu po 5 dnech kultivace
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Na obrazku 3 je znazornéno srovnani ziskaného pigmentu po kultivaci v tekutém médiu a
na pevném médiu po 3 dnech kultivace. Z obrazku 3 je patrné, ze v tekutém médiu bud’
nebyl pigment produkovan (na rozdil od pevného média, kde doslo k syt¢ modrému
zbarveni), nebo byl pigment bufikami v tekutém médiu nasledné modifikovan tak, ze
pozbyl modrého zbarveni. Na obrazku 5 je obdobné zndzornéno srovnani modrého
pigmentu ziskaného v tekutém médiu, na pevném médiu po nafedéni 1 : 2 a na pevném
médiu v nefedéném stavu, po 5 dnech kultivace. Z obrazku 5 je také patrné, ze po 5 dnech
byla produkce modrého pigmentu vyraznéjsi nez po 3 dnech, z toho divodu byl pigment

pfi méfeni absorbance nafedén 1 : 2.

Roztoky byly proméfeny na spektrofotometru a byla sestavena zavislost absorbance na
vlnové délce. Jak je patrné z obrazku 4 - po kultivaci v tekutém médiu po 3 dnech
kultivace byla zaznamendna maximalni hodnota absorbance 0,5591 pti vlnové délce 576
nm a po kultivaci na pevném médiu byla hodnota maximalni absorbance 1,3803 pti vinové
délce 598 nm. V tekutém médiu po 5 dnech kultivace nebylo mozno odecist maximalni
hodnotu absorbance a na pevném médiu byla 1 pfi fedéni 1 : 2 zaznamenana maximalni

hodnota absorbance 1,577 pii vinové délce 600 nm, jak je patrné z obrazku 6.

Pokus ukazal, Zze produkce pigmentu vyrazné modré barvy je silné zavisla na oddéleni
produkovaného pigmentu od bun¢k kultury, coz v tekutém prostiedi pfi promichavani
média, neni mozné. Toto je vSak mozné zabezpecit kultivaci na pevném agarovém médiu,
kde vytvoreny pigment difunduje od produk¢nich bun¢k agarovym médiem, je tak od nich

oddélen a lze jej pak ziskat v nezménéné formé v roztoku, ve vyiiznutém centru misek.

12.2 Zjisténi vyznamu glukosy v zivném médiu

V pokusu byl sledovan vliv glukosy, sacharosy a glycerolu v Zivném médiu na rlst
kultury a produkci pigmentu. Kultivace misek probihala pii 30 °C s odectem po 2, 3,4 a7
dnech.
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12.2.1 Vyhodnoceni po 2 dnech kultivace

Obrdazek 7 — Riist na TYA agaru cistém a se sacharosou

Obrazek 8 — Rust na TYA agaru s glukosou a glycerolem
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12.2.2 Vyhodnoceni po 3 dnech kultivace

Cisty TYA

agar
TYA agar se ® TYA agar se
sacharosou b sacharosou

TYA agar
s glukosou

TYA agar
s glukosou 4

 TYA agar
s glycerolem

TYA agar
s glycerolem

Obrazek 10 — Riist na TYA agaru s glukosou a glycerolem
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12.2.3 Vyhodnoceni po 4 dnech kultivace

Cisty TYA

\

TYA agar se i — TYA agar se
sacharosou sacharosou

Obrazek 11 — Rust na TYA agaru cistém a se sacharosou

TYA agar
glukosou

TYA agar
s glukosou 4

TYA agar 5 TYA agar
s glycerolem — s glycerolem

Obrazek 12 — Riist na TYA agaru s glukosou a glycerolem
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12.2.4 Vyhodnoceni po 7 dnech kultivace

Cisty TYA
agar

Cisty TYA
agar

TYA agar s€ w TN ~ TYA agar se
sacharosou — ; - sacharosou

TYA agar
s glukosou

TYAagar _
s glukosou

\.‘_ = y e ‘ &/
TYA agar "~ NS /"l: YA agar
s glycerolem ' ' s glycerolem

Obrazek 14 — Riist na TYA agaru s glukosou a glycerolem
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Na obrazku 7-8 je zndzornén rust kultury a tvorba pigmentu po 2 dnech kultivace - na
Cistém TY A agaru a na agaru TYA s glycerolem se neprojevila zddnéa produkce pigmentu.
Na TYA agaru se sacharosou se projevila tvorba pigmentu v malé¢ mife na rozdil od misek

s TYA agarem s glukosou, kde byl pigment rozsiten i za hranici inokula.

Na obrazku 9-10 je znazornén rust kultury a tvorba pigmentu po 3 kultivace na Cistém
TYA agaru a na glycerolu se neprojevila zadna tvorba pigmentu. Rozsifeni pigmentu na
TYA agaru se sacharosou probéhlo 1 za hranici inokula. Na TYA agaru s glukosou se
pigment rozsitil témét po celé Petriho misce. Sytost modrého pigmentu byla vice zietelna

na TYA agaru s glukosou nez se sacharosou.

Na obrazku 11-12 je znazornéna situace po 4 dnech kultivace - na Cistém TY A agaru a na
glycerolu se neobjevil Z4dny pigment. RozSifeni pigmentu na TYA agaru se
sacharosou bylo na celé na Petriho misce. To samé bylo pozorovano na TYA agaru
s glukosou s tim rozdilem, ze na misce s glukosou byla viditeln¢ syt¢j$i modré barva nez

na misce se sacharosou.

Na obrazku 13-14 jsou znadzornény misky po jednom tydnu kultivace - na Cistém TYA
agaru a na glycerolu se neprojevil zaddny pigment. Na TYA agaru se sacharosou modry
pigment zacal degradovat a ménil odstin z modré barvy do Sedé. Na rozdil od misky

s glukosou, kde modry pigment ménil odstin jen mirn¢.
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12.3 Zjisténi produkce lyleinu v pribéhu kultivace

V pokusu byla zjistovana produkce lyleinu v prubéhu kultivace na TYA agaru s glukosou
s cilem optimalizovat délku kultivace. Byly naockovany misky s TG agarem a do
vyfiznutych stfedd byl napipetovan roztok destilované vody a glukosy. Po 1, 2, 3, 5 a
6dnech kultivace byl roztok ze stfedi misek asepticky odebran, zmétfen jeho objem a byla
proméiena absorbance roztoku pii 601 a 605 nm. V piipad¢ intenzivniho zbarveni byl

roztok ziedén. Absorbance je uvedena v nasledujicich tabulkéach (tab. 9-14).

Tabulka 9 — Meérend absorbance po 1 dnu kultivace

1. den
Vzorek | Odebrany objem [ml] | Absorbance pfi 601 nm [-] Absorbance pri 605 nm [-]
1 4,8 0,011 0,015
2 4,7 0,011 0,015
3 4,7 0,012 0,015
4 4,8 0,011 0,015
5 4,7 0,011 0,015
6 4,5 0,012 0,016

Tabulka 10 — Merena absorbance po 2 dnech kultivace

2. den
Vzorek | Odebrany objem [ml] | Absorbance pii 601 nm [-] | Absorbance pfi 605 nm [-]
1 4,6 0,214 0,211
2 4,7 0,116 0,113
3 4,5 0,143 0,140
4 4,7 0,159 0,156
5 4,8 0,700 0,690
6 4,8 0,840 0,820
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Tabulka 11 — Meérenda absorbance po 3 dnech kultivace

3. den (fedéni 1 : 2)

Vzorek | Odebrany objem [ml] | Absorbance pfi 601 nm [-] | Absorbance pti 605 nm [-]
1 4,6 0,563 0,574
2 4,7 0,496 0,506
3 4,8 0,565 0,576
4 4,8 0,514 0,525
5 4,8 0,382 0,394
6 4,7 0,371 0,383

Tabulka 12 — Meérena absorbance po 4 dnech kultivace

4. den (fedéni 1 : 2)

Vzorek | Odebrany objem [ml] | Absorbance pti 601 nm [-] | Absorbance pti 605 nm [-]
1 4.4 0,942 0,940
2 4,6 0,928 0,927
3 4,5 1,028 1,028
4 4,7 0,923 0,922
5 4,5 0,810 0,810
6 4,6 0,862 0,861
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Tabulka 13 — Meérend absorbance po 5 dnech kultivace

5. den (fedéni 1 : 2)

Vzorek | Odebrany objem [ml] | Absorbance pfi 601 nm [-] | Absorbance pti 605 nm [-]
1 4,7 0,948 0,946
2 4,9 0,922 0,921
3 4,9 0,995 0,993
4 4,8 0,916 0,916
5 4,9 0,887 0,887
6 4,8 0,872 0,872

Tabulka 14 — Meérena absorbance po 6 dnech kultivace

6. den (fedéni 1 : 2)

Vzorek | Odebrany objem [ml] | Absorbance pti 601 nm [-] | Absorbance pti 605 nm [-]
1 4,6 0,789 0,783
2 4,7 - -
3 - - _
4 - - _
5 4,7 0,874 0,873
6 4,7 - -

Z vysledkli méfeni absorbance vyplyvd, Ze se s dobou kultivace zvySovala hodnota

absorbance. Nebyly zaznamenany vyrazné rozdily mezi méfenim pii vinové délce 601 a

605 nm. Namétfena absorbance se pohybovala od prvniho dne kultivace v hodnotach od

0,011 az po paty den kultivace v hodnotach do 0,995. Po Sestém dnu kultivace zacala

absorbance mirné¢ klesat na hodnoty okolo 0,874; nckteré misky byly Sesty den jiz

kontaminovany a byly vyfazeny.

Pokus ukdzal, Ze kultura je pfi kultivaci na TYA agaru s glukosou schopna produkovat

zna¢né mnozstvi pigmentu az do 5. dne kultivace.
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12.4 Ovéreni kultivac¢nich teplot pro produkci lyleinu

V pokusu byly ovéfeny kultivacni teploty pro produkci lyleinu na TYA agaru s glukosou
(10 g/1). Kultivace probihala pti 25, 30 a 37 °C. Odecty probihaly po 3, 4 a 7 dnech a jsou

zndzornény na Ob. 15 — 17.

. TYA agar pfi

30 °C
TYA agar pii '
37 oC TYA agar pfi

2556

Obrazek 15 — Kultivace po 3 dnech pri 25, 30 a 37 °C

TYA agar pfi
. 30°C

TYA agar pti

TYA agar pii
o 25 °C

37°C

Obrazek 16 — Kultivace po 4 dnech pri 25, 30 a 37 °C
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TYA agar pii
25°C

Obrazek 17 — Kultivace po 7 dnech pri 25, 30 a 37 °C

Po kultivaci po 3 dnech bylo zjiSténo, Ze produkce pigmentu je nejvyrazn€jsi na Petriho
misce pii teploté 30 °C a rozsifeni pigmentu bylo na vice nez poloviné misky. Po kultivaci
pii 25 °C byl pigment rozsifen za hranici inokula a u kultiva¢ni teploty 37 °C nedoslo k

zadné produkci pigmentu.

Po kultivaci po 4 dnech byl pigment rozSifen nejvice na Petriho misce pii 30 °C, byl
rozsiten po celé misce. Pti 25 °C byl pigment rozsiten zhruba z 80 %. Pti 37 °C nedoslo

k zadné tvorbé pigmentu.

Po kultivaci po 7 dnech bylo zjisténo, Ze produkce pigmentu je nejvyraznéj$i na misce pii
25 °C, pigment byl roz§ifen po celé misce. K vyrazné produkci pigmentu dochéazelo také
na misce pii 30 °C, ovSem pigment jiZ zacal mirn¢ degradovat a ménil svou barvu ze syté

modré na modroSedou. Pii 37 °C k Zadné tvorbé pigmentu nedoslo.
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12.5 Ovéreni linearity spektrofotometrického stanoveni pigmentu

V pokusu byla ovéfovana linearita spektrofotometrického stanoveni pigmentu, po rustu
kmene 4431 na TG agaru se stfedovymi vyfezy. Po ziskani roztokii pigmentu z centril
misek byla proméfena spektralni kiivka u vzorku ¢. 4 pii 200 — 800nm a bylo zjisténo
absorpéni maximum a pifi tomto maximu byly proméfeny vSechny nafedéné vzorky i
nefedény vzorek , K“. Nasledn¢ byla sestavena kiivka zavislosti absorbance na fiktivni
koncentraci. V nasledujici tabulce je uvedeno fedéni vzorkli a zméfend absorbance (tab.

15).

Tabulka 15 — Redeéni vzorkit a nameérena absorbance

Fiktivni Provedeni redéni
. Absorbance pii 599 nm
Vzorek Rede¢ni | koncentrace Objem
Objem K [-]
[mg/1] vody [ml]
K - 100,0 2,0 ml - 1,442 1,442
1 2:1 66,7 1,0 ml 0,5 1,119 1,120
2 1:1 50,0 1,0 ml 1,0 0,873 0,873
3 1:2 33,3 1,0 ml 2,0 0,611 0,611
4 1:3 25,0 1,0 ml 3,0 0,462 0,463
5 1:4 20,0 0,5 ml 2,0 0,363 0,363
6 1:5 16,7 0,5 ml 2,5 0,308 0,307
7 1:7 12,5 0,5 ml 3,5 0,229 0,230
8 1:9 10,0 200,0 pl 1,8 0,188 0,188
9 1:12 7,7 200,0 pl 2,4 0,149 0,150
10 1:19 5,0 100,0 pl 1,9 0,089 0,090
11 1:39 2,5 100,0 pl 3,9 0,048 0,048
12 1:99 1,0 100,0 pl 9,9 0,019 0,019
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1,8

1,6
y=0,015x + 0,048

1,4 R%2=0,986 -

1 p
0,4 /
7

0 20 40 60 80 100 120

Absorbance [1]

Fiktivni koncentrace [mg/I]

Obrazek 18 — Zavislost absorbance na fiktivni koncentraci vzorku

Pti proméieni vzorku €. 4 bylo zjiSténo, Ze absorpcni maximum bylo pii vinové délce
599 nm. Znamétenych absorbanci vSech vzorkii byla sestavena kiivka zavislosti
absorbance na fiktivni koncentraci. Z kiivky vyplyva, ze linearita piipadného
spektrofotometrického stanoveni lyleinu je nejlepsi pti absorbancich do 0,6, kde koeficient
R*dosahuje hodnoty 0,9997; pti vyssich hodnotach absorbance jiZ tato neni zcela piesnd

umérna koncentraci latky.

12.6 Ovéreni moZnosti zjednoduSené pripravy zivného agaru

V pokusu byla srovnavana ptiprava TG agaru zjednodusenym zptisobem, kdy glukosa byla
pfiddvana pted sterilizaci kultivaéniho média s metodou klasickou, kdy byla glukosa
pfidavana az po sterilizaci kultivaéniho média, a vliv na produkci pigmentu. Kultivace

probihaly pii 30 °C a odecty byly provedeny po 3, 5 a 7 dnech kultivace.
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12.6.1 Vyhodnoceni pripravy TG agaru klasickym zptisobem

TYA agar
s glukosou, piida-
vek glukosy po
sterilizaci pii
30 °C

Obrazek 19 — Kultivace po 3 dnech

TYA agar
s glukosou po
sterilizaci pii
30 °C

Obrdazek 20 — Kultivace po 5 dnech
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12.6.2 Vyhodnoceni pripravy agaru zjednodusenym zpiisobem

TYA agar
s glukosou, piida-
vek glukosy pred
sterilizaci pii
30 °C

Obrazek 21 — Kultivace po 3 dnech

TYA agar
s glukosou pred
sterilizaci pii
30 °C

Obrdazek 22 — Kultivace po 5 dnech
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V tomto pokusu bylo zjisténo, ze po kultivaci po 3 dnech na TYA agaru s glukosou
ptipravenym klasickym zptsobem se produkce pigmentu rozvinula po celé¢ Petriho misce.
Na miskach TYA agaru s glukosou pfipraveném zjednoduSenym zptisobem probehlo
rozsiteni pigmentu témét po celé misce. Vyraznéjsi produkce vSak nastala u TYA agaru

s glukosou pripravenym klasickym zptisobem.

Po kultivaci po 5 dnech byl narast pigmentu vyraznéj$i nez po 3 dnech, a to na obou
zpusobech ptipravy TYA agaru s glukosou. Vyraznéj$i produkce pigmentu ovSem byla

stale u zpasobu piipravy klasickym zptisobem.

12.7 Ovéreni tvorby lyleinu pri kultivaci na mineralnich a obohacenych
médiich

V pokusu byla ovéfovana tvorba lyleinu pii kultivaci na obohacenych mineralnich

médiich. Kultivaéni média byla obohacovana glukosou, vitaminy, tryptonem, stopovymi

prvky a kvasni¢nym extraktem. Motivaci bylo zjistit, ktera ze slozek TY A agaru (trypton,

kvasni¢ny extrakt) je rozhodujici pro produkci pigmentu a také to, zda je mozné kulturu

péstovat na definované obohaceném mineralnim agaru (MA). Kultivace probihala pti 30

°C a odecty byly provedeny po 3, 5 a 7 dnech.
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Obrazek 23 — Kultivace po 3 dnech

Obrazek 24 — Kultivace po 5 dnech

1. TYA agar s glukosou
2. MA s glukosou

3. MA s glukosou
a vitaminy

4. MA s glukosou,
tryptonem a vitaminy

5. MA s glukosou,
kvasni¢nym extraktem
a vitaminy

6. MA s glukosou,
tryptonem, kvasnicnym
extraktem a vitaminy

1. TYA agar s glukosou
2. MA s glukosou

3. MA s glukosou
a vitaminy

4. MA s glukosou,
tryptonem a vitaminy

5. MA s glukosou,
kvasni¢nym extraktem
a vitaminy

6. MA s glukosou,

tryptonem, kvasni¢nym
extraktem a vitaminy
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2. MA s glukosou

3. MA s glukosou
a vitaminy

4. MA s glukosou,
5. MA s glukosou,

a vitaminy

6. MA s glukosou,

Obrazek 25 — Kultivace po 7 dnech

Na TYA agaru s glukosou byl nértst pigmentu po 3 dnech na 80% misky, po 5 a 7 dnech

na celé misce.

Na minerdlnim médiu s glukosou a s glukosou a vitaminy nebyl zadny narast pigmentu ani

po 3, 5 ani 7 dnech.

Na minerdlnim médiu s glukosou, tryptonem a vitaminy byl pozorovan masivni narast
pigmentu po 3 dnech kultivace. Po 5 dnech kultivace byl stejny narast pigmentu jak po 3

dnech kultivace a po 7 dnech kultivace byl nartist pigmentu slabsi.

Na mineralnim médiu s glukosou, kvasniénym extraktem a vitaminy nebyl pozorovan

vyrazny narlst pigmentu po 3, 5 ani 7 dnech kultivace.

Na minerdlnim médiu s glukosou, tryptonem, kvasnicnym extraktem a vitaminy byl po 3
dnech nartist pigmentu pouze v oblasti inokula. Po 5 dnech kultivace byl narast pigmentu

cca na 60 % misky a po 7 dnech kultivace pigment zacal degradovat.

Z vysledki je vidét, Ze nejvyraznéjsi tvorby pigmentu bylo dosazeno na standardnim TG
agaru a Ze pro tvorbu pigmentu ma zasadni vliv ptidavek tryptonu. Bez néj byla produkce

pigmentu zanedbatelna ¢i nulova.

1. TYA agar s glukosou

tryptonem a vitaminy

kvasni¢nym extraktem

tryptonem, kvasnicnym
extraktem a vitaminy
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12.8 Ovéreni rustu kultury a tvorby lyleinu pri kultivaci na TYA agarech

s glukosou v zavislosti na pH

V pokusu byl ovéfovan rust kultury a tvorby lyleinu pti kultivaci na TY A agaru s glukosou

v zavislosti na pH. Kultivace probihala pti 30 °C s odectem po 3, 5 a 7 dnech.

Obrdazek 26 — Kultivace po 3 dnech pii pH 5,2 a 6,2

S

_ TG agar
y PpHS2

TG agar
pH 10,2

Obrazek 27 — Kultivace po 3 dnech pri pH 7,2; 8,2; 9,2 a 10,2
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Obrdazek 28 — Kultivace po 5 dnech pii pH 5,2 a 6,2

Obrazek 29 — Kultivace po 5 dnech pri pH 7,2 a 9,2
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Obrdazek 30 — Kultivace po 5 dnech pri pH 7,2 a 10,2

Obrazek 31 — Kultivace po 7 dnech pri pH 5,2 a 6,2
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TG agar
pH 10,2

TG agar
pH 8,2

Obrazek 32 — Kultivace po 7 dnech pri pH 7,2; 8,2; 9,2 a 10,2

Na miskach s TY A agarem s glukosou pii pH 5,2 a 6,2 nebyla pozorovana zddna produkce

pigmentu po celou dobu pokusu a 1 samotny rtst kultury byl silné inhibovan.

Pti pH 7,2 se pigment rozsitil cca na polovinu misky, a to po 3 dnech kultivace. Po 4 dnech
kultivace se slabé pigment rozsitil po celé misce a po 7 dnech kultivace pigment zacal

slabnout a mirné¢ degradovat.

Pti pH 8,2 byly misky v prib&hu pokusu kontaminovany, tudiz nebyly v pozd¢;jsich fazich
hodnoceny. Pti prvnim hodnoceni, po 3 dnech kultivace, v§ak vykazovaly bohatou produk-

ci pigmentu, srovnatelnou ¢i lepsi nez u pH 7,2.

Pti pH 9,2 po 3 dnech kultivace se pigment rozsitil témet na 75 % misky a byl silné syté
zabarven. Po 5 dnech kultivace byl pigment rozsifen na celou misku a po 7 dnech zacal

pigment degradovat.

Pti pH 10,2 po 3 dnech kultivace se pigment slabé rozsitil na polovinu misky. Po 5 dnech

kultivace nedochazelo k modrému zbarveni pigmentu. Po 7 dnech pigment zeZloutl.
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Celkové lze tento pokus uzavitit tak, ze kultura je schopna produkce pigmentu v neutrdlni a
prekvapive 1 v alkalické oblasti pH (kde i velmi dobfe roste). Pii hodnotach pH v alkalické
oblasti je vSak nutné pocitat s rychlejsi degradaci pigmentu - ziejmé vlivem alkalické

hydrolyzy.
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ZAVER
Cilem bakalatské prace bylo ovéteni tvorby modrého pigmentu kulturou Micrococcus lylae

CCM 4431 v zavislosti na riznych faktorech. Pigment byl pracovné nazvan lyleinem.

Cilem prvniho pokusu bylo zjisténi charakteru pigmentu pii ristu kultury na agarovém a

v tekutém médiu. Na zaklad¢ ziskanych vysledkt lze tvrdit, ze:

e v tekutém médiu nebyla zaznamenana produkce modrého pigmentu, nebot’
vytvofeny pigment byl pravdépodobné bunkami preménovan na nebarevny
produkt,

e napevném médiu byla zaznamendna vyrazna produkce modrého pigmentu,

e roztok s obsahem pigmentu bylo mozné ziskat kultivaci kultury na pevnych TYA
agarech s glukosou (s vykrojenymi stfedy) a s nepipetovanou destilovanou vodou

obsahujici glukosu.

Cilem druhého pokusu bylo zjisténi vlivu glukosy, sacharosy a glycerolu na produkci

pigmentu. Na zakladé ziskanych vysledkt lze tvrdit, Ze:

e naTYA agaru a na TYA agaru s glycerolem se neprojevila zadna tvorba pigmentu,
e na TYA agaru se sacharosou se projevila tvorba pigmentu v mensi mife a na TYA

agaru s glukosou byl pigment masivné vytvairen.

Cilem tfetiho pokusu bylo zjistit produkci lyleinu v prabéhu kultivace. Na zakladé

vysledkt lze tvrdit, ze:

e nejvyrazngjsi produkce pigmentu bylo dosazeno od tfetiho do patého dne kultivace,
poté hodnoty zacaly mirn¢ klesat,
e maximalni hodnoty absorbance ziskanych roztoki byly téméf identické - jak pii

vlnové délce 601 nm, tak 605 nm.

Cilem ctvrtého pokusu bylo ovéteni kultivacnich teplot pro produkei lyleinu. Na zakladé

vysledki Ize tvrdit, Ze:
e produkce pigmentu pii 37 °C nebyla pozorovéana po celou dobu pokusu,

e nejvySsi mira produkce pigmentu byla pozorovéana pfi kultivaéni teploté 30 °C.

Cilem patého pokusu bylo ovéfeni linearity pii spektrofotometrickém stanoveni pigmentu a

na zakladé vysledku lze tvrdit, Ze:
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e zavislost absorbance na koncentraci je témét linearni pii hodnotach absorbanci do

0,6.

Cilem Sestého pokusu bylo ovéfeni moznosti zjednodusené piipravy zivného agaru a z

pokusti vyplynulo, Ze:

e vyssi produkce pigmentu nastavd u klasického zptisobu ptipravy zivného agaru,

tedy s pridavkem glukosy az po sterilizaci TY A agaru.

Cilem sedmého pokusu bylo ovétfeni tvorby lyleinu pii kultivaci na minerdlnich a

obohacenych mediich. Z vysledki vyplyva, ze:

e na minerdlnim médiu s glukosou a s glukosou a vitaminy nebyla Zadna
produkce pigmentu zaznamendna po 3, 5 ani 7 dnech,

e Dbohatou tvorbou pigmentu se projevil standardni TY A agar s glukosou,

e nejvyssi produkce pigmentu se u mineralnich agarii projevila na minerdlnim agaru
s glukosou, tryptonem a vitaminy a soucasné¢ bylo prokdzéno, ze trypton ma

zé4sadni vyznam pro tvorbu lyleinu.

Cilem osmého pokusu bylo ovéfeni ristu kultury a tvorby lyleinu pii kultivaci na TYA

agarech s glukosou v zéavislosti na pH. Z vysledki vyplyva, ze:

e na miskach s TYA agarem s glukosou pii pH 5,2 a 6,2 nebyla pozorovana Zadna
tvorba pigmentu po celou dobu pokusu a jen nepatrny rast kultury,

e nejvyssi produkce pigmentu byla na miskach pii pH 7,2 a 9,2 (misky s pH 8,2 byly
kontaminovany), a kratkodob¢ i1 pti pH 10,2; v alkalické oblasti pH vSak pigment

po delsi dob¢ kultivace degradoval.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
ATP  Adenosintrifosfat

CCM  Ceska sbirka mikroorganismii

CFU Kolonie tvotici jednotky

FDA  Utad pro potraviny a 1é¢iva

MA Mineralni agar

MEM Vitaminy — definovand smés pro tkanové kultury

MW  Mikroviny

TYA  Tryptonyeastextract agar

TG TYA agar s glukosou



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 84

SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1 — TG agar, s vykrojenym stiedem o primeru 50 mm .............ccccuveeeeeneeeennnnnn. 47
Obrazek 2 — Produkce pigmentu po 3 dnech na TG agaru o priuméru 35 mm................... 47
Obrazek 3 — Charakter pigmentu po 3 dnech ristu na agarovéem a v tekutéem médiu ........ 48

Obrazek 4 — Zavislost absorbance na vinové délce u pigmentu ziskaného kultivaci
v tekutéem a agarovém médiu po 3 dnech kultivace..................ccccccuveeiieeeeeinnecnnnnnnn. 48
Obrazek 5 — Charakter pigmentu po 5 dnech na agarovém a v tekutéem médiu.................. 49

Obrazek 6 — Zavislost absorbance na vinové dalce u pigmentu ziskaného kultivact

v tekutém a agarovém médiu po 5 dnech kultivace..................ccccceuveeiieeeeeeeeecnnnnnn. 49
Obrazek 7 — Rust na TYA agaru Cistém a S€ SACRATOSOU ...........cccccuvveeeieeeeaeseeiiiiieaeeaaanns 51
Obrazek 8 — Rust na TYA agaru s glukosou a glycerolem ...............cccccveeeeeeeecciinvennnnennnn. 51
Obrazek 9 — Rust na TYA agaru Cistém a S€ SACRATOSOU ...........cccccuvvveiieeeeeeeeeiirieraaeaeanns 52
Obrazek 10 — Rust na TYA agaru s glukosou a glycerolem ...............ccccceeeeeeeecccnvennnnnannn. 52
Obrazek 11 — Rust na TYA agaru Cistém a € SACAAYOSOU .............cccuuveeeeeeeeeeeeciciriireeaaanns 53
Obrazek 12 — Rust na TYA agaru s glukosou a glycerolem ...............ccccceeeeeeeeeccnnennnnnnnnn. 53
Obrazek 13 — Rust na TYA agaru Cistém a S€ SACAAYOSOU ................uvveeeeeeeeeeeccciiiiaaaaann, 54
Obrazek 14 — Rust na TYA agaru s glukosou a glycerolem ...............cccceeeeeeeeccinveennnnnnnnn. 54
Obrazek 15 — Kultivace po 3 dnech pri 25, 30 @ 37 OC......cuueeeeeeeeciiiiiiiieeeeeeeeeciiieeeee e 59
Obrazek 16 — Kultivace po 4 dnech pri 25, 30 @ 37 OC......coueeeeeeeeciiiiiiieeeeeeeeeciiieeeee e 59
Obrazek 17 — Kultivace po 7 dnech pri 25, 30 @ 37 OC.....ooueeeeeeeeeciiiiiiieeeeeeeeeciiiieaeee e 60
Obrazek 18 — Zavislost absorbance na fiktivni koncentraci vzorku ...............ccccovveveeennn... 62
Obrazek 19 — Kultivace po 3 ANECh ..............oeevieeeeeeeeiiiiiiiee et eaaaaaa e 63
Obrazek 20 — Kultivace po 5 dANeCh ...............oeuieiieeeeeciiiiiiieee et evaaaaa e 63
Obrazek 21 — Kultivace po 3 dnech ...............cccoocoueiiiiiiiiiiiiiiieeeiie e 64
Obrazek 22 — Kultivace po 5 dnech ................cccoocoueiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiee e 64
Obrazek 23 — Kultivace po 3 dnech ...............ccccoccoeeiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 66
Obrazek 24 — Kultivace po 5 dnech ................cccoccoeeiiiiiiiiiiiiiiiiieeiie e 66
Obrazek 25 — Kultivace po 7 dnech ...............ccccoccoeeiiiiiiiiiiiiiiiieeeiee e 67
Obrazek 26 — Kultivace po 3 dnech pri pH 5,2 4 6,2 ............cccceeeviiiiniiiiiiiiiiiieeecee, 68
Obrazek 27 — Kultivace po 3 dnech pri pH 7,2; 8,2; 9,2.a 10,2 ........coevveevciiieaaaieaaanne 68
Obrazek 28 — Kultivace po 5 dnech pri pH 5,2 @ 6,2 ............cccceeeviiiiniiiiiiiiiiiiieeeeceee, 69
Obrazek 29 — Kultivace po 5 dnech pri pH 7,2 @ 9,2 .........ooovviuiiiiiiiiiiieeeiieeeeeee e 69

Obrazek 30 — Kultivace po 5 dnech pri pH 7,2 @ 10,2 .........ccccvvveeeeiiiiieeiciiieeeeieee e 70



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 85

Obrazek 31 — Kultivace po 7 dnech pri pH 5,2 @ 6,2 ...........cccccuvveeeecuiieeeieiiieeeeeiieeeeeenn 70
Obrazek 32 — Kultivace po 7 dnech pri pH 7,2; 8,2; 9,2 a 10,2 ....cc.uuvvveeveiiieaeeiieaeennn, 71



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 86

SEZNAM TABULEK

Tabulka 1 — Bakterie tvorici pigmenty a barviva a jejich potencialni aplikace.................. 19
Tabulka 2 — Bakterie tvoFici pigmenty @ DATVIVA................ccceeeecuveiiiieeeeeieeiiiiieeeaeeeeeneeens 20
Tabulka 3 — Bakterie tvorici pigment a piivod jejich izolace .................cccveveeeecveeeeannnen. 21
Tabulka 4 — SI0ZeNT TYA QAT U.............uuveeeiiieeeeaeiiiiieiee e eeeeeee e e e e e e eraeeaee e e e e e e 37
Tabulka 5 — Slozeni mineralnino AQATU .............cccccuuveeiieeeeeieiiiiiiieee e eeeeeeee e e e e e 38
Tabulka 6 — Slozeni zasobniho roztoku StOPOVYCH SOIT .............cuvveeiieieeaieeiiiiiieeeeeeeee, 38
Tabulka 7 — REACNE VZOTKUL ..........c.veevereieeniireieeiseiee e 42
Tabulka 8 — Pridavky HCIl a NaOH k uprave pH agaru a pridavek vody pri priprave....... 45
Tabulka 9 — Mérend absorbance po 1 dnu kultivace ..................cccccceeveeeeeecciuieieeeieeeeeene, 56
Tabulka 10 — Meérena absorbance po 2 dnech kultivace.................ccccoeveeeccuveeeeeeeeeaenannns 56
Tabulka 11 — Mérena absorbance po 3 dnech kultivace................ccccccoeeeeeecuveeeeeeeeeannann, 57
Tabulka 12 — Meérena absorbance po 4 dnech kultivace.................ccccoeeeeeccuveeeeeeeeeannannn, 57
Tabulka 13 — Mérena absorbance po 5 dnech kultivace.................ccccoeeeeeecvveeeieeeeeanaann, 58
Tabulka 14 — Meérena absorbance po 6 dnech kultivace.................cccccoeeeeeccvvienieeeeeaanann, 58

Tabulka 15 — Redeéni vzorkii a nameérend abSOFrBANCE ..............ooeeeveeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeraenn 61






