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ABSTRAKT 

Tato bakalářská práce se zabývá zkoumáním vlivu vnějších faktorů na produkci modrého 

pigmentu kulturou Micrococcus lylae CCM 4431. Pigmentu byl dán pracovní název lylein. 

Byl zjišťován charakter lyleinu při růstu kultury na pevném a v tekutém médiu, význam 

glukosy v ţivném médiu, produkce lyleinu v závislosti na době kultivace, dále byly  

otestovány kultivační teploty pro produkci lyleinu, ověřena linearita spektrofotometrického 

stanovení lyleinu, ověřena moţnost zjednodušení přípravy TYA agaru s glukosou, ověřena 

tvorba lyleinu při kultivaci na minerálních a obohacených agarech a ověřen růst kultury na 

TYA agaru s glukosou v závislosti na pH. 

Bylo prokázáno, ţe Micrococcus lylae CCM 4431 produkuje výrazné mnoţství pigmentu 

na pevném TYA agaru s glukosou. Dále lze tvrdit, ţe k největší produkci pigmentu dochází 

na TYA agaru s glukosou při kultivační teplotě 30 °C. Pigment dosahuje maximálních 

hodnot absorbance v rozmezí vlnové délky 601 nm aţ 605 nm, přičemţ je závislost  

absorbance na koncentraci téměř lineární při hodnotách absorbancí do 0,6. Dále z pokusů 

vyplynulo, ţe vyšší produkce pigmentu nastává u klasického způsobu přípravy ţivného 

agaru, tedy s přídavkem glukosy aţ po sterilizaci TYA agaru. Bylo také zjištěno, ţe  

nejvyšší produkce pigmentu se u minerálních agarů projevila na minerálním agaru 

s glukosou, tryptonem a vitamíny a bylo prokázáno, ţe trypton má zásadní význam pro 

tvorbu lyleinu. Také bylo zjištěno, ţe nejvyšší produkce pigmentu byla na miskách při pH 

7,2 a 9,2 a krátkodobě i při pH 10,2; v alkalické oblasti pH však pigment po delší době 

kultivace degradoval. 
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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 TYA 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. 
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ÚVOD 

Barvy nás obklopují všude kolem nás, v dávné historii se jednalo především o přírodní 

barviva. První zmínky o pouţívání indiga pochází ze starověké Číny, kde jej pouţívali 

k výrobě oděvů. Také v Egyptě bylo barvení tkanin a pouţívání barviv na vysoké úrovni, 

Egypťané pouţívali k barvení rostliny i minerální barvy. Taktéţ pokročilé barvení bylo 

známo v Řecku, kdy z té doby jsou známá mořidla, z nich byl pouţíván nejčastěji vinný 

kámen.  

S nástupem průmyslové revoluce se do popředí dostávají barviva syntetická a nahrazují 

drahá přírodní barviva. Syntetická barviva se zdají být na první pohled ve všem  

výhodnější, ať uţ v rychlé průmyslové produkci, cenové dostupnosti nebo jejich stabilitě.  

S přibývajícími vědeckými poznatky se však zjišťuje, ţe syntetická barviva mají i své  

negativní stránky, jako je špatná biologická odbouratelnost, některá mohou být toxická 

 a zatěţují tak ţivotní prostředí. Právě kvůli vysoké průmyslové produkci se odhaduje, ţe 

se aţ 10 % dostává do odpadních vod, které pak kontaminují okolní ekosystémy. Barviva 

se díky své sloţité struktuře špatně odstraňují a jsou velmi stabilní, komplikují průnik  

světla ve vodních tocích, sniţují tak obsah rozpuštěného kyslíku ve vodě, coţ má negativní 

dopad na vodní ekosystémy. Mnoho barviv existuje i ve formě pevného odpadu, i zde je 

taktéţ snaha eliminovat toto mnoţství a obecně je snahou syntetická barviva nahrazovat  

přírodními. Tento trend nahrazování trvá uţ řadu let a probíhá mnoho výzkumů na zjištění 

různých alternativ v produkci přírodních barviv.  

Jednou z moţností produkce přírodních barviv jsou mikrobiální barviva, jeţ produkují  

například rody jako Achromobacter, Sarcina, Phaffia, Monascus, Rhodotorulla, Bacillus 

nebo Micrococcus. Protoţe podmínky produkce modrofialového rozpustného  

barviva bakteriemi rodu Micrococcus nebyly doposud detailněji studovány a nebyly ve 

vědecké literatuře publikovány, stalo se toto studium tématem této bakalářské práce.  
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 VÝZKUM PIGMENTŮ 

Pigmenty a barviva jsou zkoumána z mnoho různých důvodů, coţ je spjato s jejich  

širokým vyuţitím. Pouţití barviv a pigmentů je ve všech směrech, ať uţ je to samotný 

průmysl, který vyuţívá barviv jako přídatných látek do potravin, kosmetických prostředků 

či farmaceutik, nebo umění, či další lidské aktivity. Pro masivní vyuţívání barviv  

a pigmentů je vysoká produkce syntetických barviv a pigmentů nezbytná, některá však 

mají negativní dopad na lidské zdraví nebo na ţivotní prostředí.  

Je tedy cílem vyuţívat i mikroorganismy k produkci poţadovaných pigmentů a barviv. Ty 

by se tak staly neškodnými pro ţivotní prostředí, byly by snadno odbouratelné  

a neohroţovaly by lidské zdraví.  
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2 PIGMENTY 

Pouţívání pigmentů a barviv bylo lidmi prováděno jiţ od pravěku. Archeologické důkazy 

odhalily, ţe lidstvo ve svém raném období pouţívalo pigmenty pro estetické účely.   

Přidávání barviv do potravin začalo v Egyptě, kdyţ výrobci bonbonů přidali do svých  

výrobků přírodní extrakty. Podobné pouţití přírodních barviv bylo prováděno v Japonsku 

v shosoin v textu Nara z období 8. století, to obsahuje odkazy na zbarvení sóji a   

adzuki-bean koláče (Aberoumand, 2011). První syntetická barva, mauvine, byla vyvinuta 

sirem Wiliam Henry Perkinem v roce 1856 a tento objev zahájil revoluci v historii  

syntetických barev (Walford, 1980). 

Syntetická barva zahltila trh díky snadné výrobě, nízké nákladnosti, vynikajícím barvícím 

vlastnostem a jen malým mnoţstvím, které je potřebné k barvení. Prodejci ve své době 

nabízeli více neţ 80 umělých barviv.  Mnoho barevných přísad v té době nikdy nebylo 

testováno na toxicitu nebo jiné nepříznivé účinky, coţ nakonec vedlo k nepříznivým  

účinkům na zdraví a ţivotní prostředí (Downham a Collins, 2000).  

Barvivo jako je tartrazin, některá červená a ţlutá barviva vyvolávají alergie, buď  

samostatně, nebo v kombinaci s jinými barvivy. A to i přesto, ţe u některých syntetických 

barviv, která byla schválena Úřadem pro potraviny a léčiva (FDA) pro pouţití 

v potravinách, léčivech a kosmetických přípravcích, byla u nich zjištěna podpora vzniku 

rakoviny.  

Například benzidinová barviva způsobují rakovinu střev, zatímco saze (široce pouţívané 

jako pigment pro tiskové barvy) se povaţují za potenciální karcinogen. Vypouštění  

neupravených průmyslových odpadních látek je z ekologického hlediska neetické z důvodu 

dlouhodobého přetrvávání v důsledku dlouhé stability (Babitha, 2009). Nevýhody  

syntetických barviv zvýšily celosvětovou poptávku po přírodních pigmentech  

(Manikprabhu a Lingappa, 2013). Hlavními zdroji přírodních pigmentů jsou rostliny nebo 

mikroorganismy (Downham and Collins).  Mikroorganismy jako houby a bakterie  

poskytují snadno dostupný alternativní zdroj přírodních pigmentů (Arulselvi et al., 2014)  
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2.1 Obchodní trendy 

Mikrobiální produkce β-karotenu stojí přibliţně 1000 USD/kg oproti syntetické výrobě, 

která stojí 500 USD/kg. I kdyţ jsou mikrobiální pigmenty několikanásobně draţší, stále 

mohou konkurovat syntetickým barvivům kvůli své přirozenosti a bezpečnosti  

(Venil et al., 2013)  

Největším spotřebitelem organických pigmentů a barviv zůstává textilní průmysl, zatímco 

v ostatních průmyslových odvětvích jako jsou tiskařské barvy či nátěrové hmoty se teprve 

očekává rychlejší růst. Hodnota mezinárodního trhu s potravinářskými barvivy, která byla 

odhadována na přibliţně 1,15 miliardy USD v roce 2007 (Mapari et al., 2010), se můţe 

v budoucnu zvýšit díky schváleným novým potravinářským barvivům (Aberoumand, 

2011).  
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3 BAKTERIÁLNÍ PIGMENTY A BARVIVA 

 

3.1.1 Produkce bakteriálních pigmentů a barviv 

Pigmentace je pro některé bakterie velmi uţitečná. U bakterií je tvorba pigmentů spojena 

s morfologickými charakteristikami, buněčnými aktivitami, patogenezí, ochranou a  

samotným přeţitím (Bhawsar, 2011). 

Významnou skupinou vyuţívající bakteriální pigment jsou autotrofní cyanobakterie, 

obsahující zelený pigment, známý jako chlorofyl, který je identický s rostlinným  

chlorofylem. Obsahují také doplňkové pigmenty fykobilin a chlorofyl b, které jsou  

potřebné při jejich fotosyntéze. Další skupiny fotosyntetických bakterií mají  

bakteriochlorofyl, proteorhodopsin a bakteriorhodopsin; ty jsou strukturně podobné  

chlorofylu. U fototrofních bakterií jsou tyto pigmenty potřebné k provedení procesu  

fotosyntézy (Bhawsar, 2011).  

Dalším z mnoha důvodů, proč bakterie produkují pigmenty, je ochrana před UV zářením. 

Pigment absorbuje UV záření a tím ochrání bakteriální buňky a buněčné součásti před jeho 

nepříznivými účinky (Bhawsar, 2011).  

Některé bakteriální pigmenty dále fungují na principu antibiotik, která jsou účinná proti 

patogenním houbám, bakteriím a kvasinkám. Jako příkladem mohou být uvedeny  

pigmenty prodigiosin, erytromycin, pyocyanin, pyoverdin nebo pyochelin jenţ jsou silné 

antibiotické pigmenty (Bhawsar, 2011).  

Bakteriální pigmenty produkované Pseudomonas sp., jako jsou pyoverdin a pyochelin, 

navíc pomáhají buňkám jako siderofóry, které pomáhají přenášet ţelezo přes buněčnou 

membránu. Tento děj probíhá v oblasti půdní rhizosféry, kde panuje silná konkurence mezi 

mikroorganismy o důleţité prvky (Bhawsar, 2011).  

Také pigmentace u extrémofilních mikroorganismů jsou velmi pestré. Jasná pigmentace 

extremofilních bakterií poskytuje ochranu před oxidačním stresem. Pigmenty také udrţují 

integritu a stabilitu jejich buněčných membrán a jsou taktéţ důleţité při podpoře  

respiračních a případně i fotosyntetických funkcích (Bhawsar, 2011). 

Pigmenty dále poskytují některým bakteriím ochranu a odolnost proti těţkým kovům nebo 

i jiným sloučeninám. Patogenní stafylokoky jsou odolné vůči některým lékům díky svému 
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pigmentu, který působí jako bariéra pro antibiotika působící na buněčnou stěnu nebo 

plazmatickou membránu. Bakterie vykazující odolnost proti těţkým kovům taktéţ obvykle 

produkují pigmenty a jsou vyuţívány pro sanaci půdy a vody znečištěné těţkými kovy jako 

je arsen, kadmium, rtuť, nikl a jiné. Pigmentující bakterie dále mohou být potenciálně  

vyuţívané jako biosenzory pro detekci znečištění ţivotního prostředí, jako jsou úniky ropy 

nebo pesticidy (Bhawsar, 2011).  

Bakteriální pigmenty mají i velký taxonomický význam a jsou důleţité pro určování  

určitého rodu nebo druhu, a to podle vlastností pigmentu; jsou tedy uţitečné při identifikaci 

a klasifikaci mikroorganismů. Příkladem mohou být bakterie rodu Xanthomonas, kde  

všechny druhy produkují ţlutě barevné pigmenty, známé jako xanthomonadiny. Tyto  

pigmenty mají podobná chromatická a absorpční spektra, coţ tvoří základ druhové  

klasifikace xanthomonád (Bhawsar, 2011).  
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4 BAKTERIE TVOŘÍCÍ PIGMENTY A BARVIVA 

Tabulka 1 – Bakterie tvořící pigmenty a barviva a jejich potenciální aplikace 

Bakterie Pigment 
Potenciální  

aplikace 
Zdroje 

Micromonospora 

lupine 
Antrachinon 

Protinádorové  

činidlo 
Igarashi et al., 2007 

Streptomyces sp. Karotenoid 
Potravinářský  

pigment 
Dharmaraj et al., 2009 

Chromobacterium Violacein 

Protinádorové,  

antimikrobiální a anti-

parazitické 

činidlo 

Duran et al., 2007 

Chromobacterium sp. 

NIIST (MTCC 5522) 
Violacein Antifungální činidlo Sasidharan et al., 2015 

Hymenobacter sp. a 

Chryseobacterium sp. 
Karotenoid 

Fotosenzibilizátory v 

solárních článcích 

senzibilizovaných 

barvivem 

Ordenes 

Aenishanslins et al., 

2016 

Streptomyces 

glaucescens 

NEAE-H 

Melanin 
Protinádorové  

činidlo a antioxidant 

El-Naggar and  

El-Ewasy, 2017 

Pseudomonas 

aeruginosa 
Pyocyanin 

Antimikrobiální  

činidlo 
El-Fouly et al., 2015 

Hahella cheujensis Prodiginin Antibiotikum Kim et al., 2007 

Pedobacter Karotenoid Antioxidant 
CorreaLlanten et al., 

2012 

Vogesella indigofera Modrý pigment Detekce těţkých kovů Gu and Cheung, 2001 
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Tabulka 2 – Bakterie tvořící pigmenty a barviva 

Bakterie Pigment Barva Zdroje 

Bradyrhizobium sp. Canthaxanthin Oranţová Tuli et al., 2015 

Streptomyces sp. Karotenoid Ţlutá Venil et al., 2013 

Streptomyces 

echinoruber 
Rubrolon Červená Ahmad et al., 2012 

Paracoccus 

zeaxanthinifaciens 
Zeaxanthin Ţlutá Venil et al., 2013 

Paracoccus 

carotinifaciens 
Astaxhantin Růţovo – červená Venil et al., 2013 

Bradyrhizobium sp. Canthaxhantin Tmavě červená Venil et al., 2013 

Pseudomonas sp. Pyocyanin Modrá, zelená Tuli et al., 2015 

Flavobacterium sp. Zeaxanthin Ţlutá Tuli et al., 2015 

Agrobacterium 

aurantiacum 
Astaxanthin Růţovo - červená Tuli et al., 2015 

Staphylococcus  

aureus 
Zeaxanthin Zlato – ţlutá 

Dufose and Venil, 

2009 

Serratia marcescens Prodigiosin Červená 
Dufose and Venil, 

2009 

Flavobacterium sp. Zeaxanthin Ţlutá 
Dufose and Venil, 

2009 

Pseudomonas 

aeruginosa 
Pyocyanin modrý Zelená 

Dufose and Venil, 

2009 
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Tabulka 3 – Bakterie tvořící pigment a původ jejich izolace 

Bakterie Gram Pigment Izolováno Zdroje 

Paracoccus 

haeundaensis 
Pozitivní Oranţový Mořská voda 

Lee et al., 

2004 

Streptomyces 

vietnamensis 
Pozitivní Fialově - modrý Půda 

Zhu et al., 

2007 

Streptomyces 

shaanxiensis 
Pozitivní Modrý 

Zavlaţovaná 

půda 

Lin et al., 

2012 

Streptomyces 

caeruleatus 
Pozitivní Tmavě modrý 

Rajčatová 

rhizosféra 

Zhu et al., 

2011 

Pseudomonas 

brassicacearum 

sp. neoaurantiaca 

Negativní Červený Rhizosféra 
Ivanova et 

al., 2009 

Pseudomonas 

argentinensis 
Negativní Ţlutý Rhizosféra 

Peix et al., 

2005 

Bacillus nakamurai Pozitivní Černý Půda 
Dunlap et 

al., 2016 

Nubsella 

zeaxanthinifaciens 
Negativní Ţlutý Sladká voda 

Asker et al., 

2008 

Kineococcus 

xinjiangensis 
Pozitivní Hnědý Pouštní písek 

Liu et al., 

2009 
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4.1 Nejznámější bakterie produkující pigmenty 

Bakterie, řasy a houby produkují různé pigmenty. Některé z těchto pigmentů z  

biologických nebo mikrobiálních zdrojů mají ţádoucí vlastnosti, jako je stabilita vůči  

světlu, teplu a pH (Heer, 2017).  

4.1.1 Sarcina 

Jedná se o grampozitivní bakterie, které produkují přirozeně ţlutý pigment karotenoid 

(Heer, 2017). 

4.1.2 Micrococcus 

Před objevením penicilinu v roce 1928 objevil sir Alexander Fleming bakterii podobnou 

druhu Micrococcus luteus, a pojmenoval ho jako Micrococcus lysodeikticus.  

Micrococcus byl poté pouţíván jako primární experimentální mikrob při Flemingově 

objevu lysozymu a z tohoto důvodu se stal uţitečným v mikrobiologii a medicíně.  

Mikrokoky jsou dnes také uţitečné v bioremediacích, biodegradacích znečišťujících látek a 

v biotechnologiích. Mikroorganismus můţe být také vyuţíván pro svou schopnost 

v syntetických reakcích izoprenů v chemickém a farmaceutickém průmyslu.  

Micrococcus luteus rozkládá za normálních podmínek některé sloučeniny přítomné v potu, 

které produkují nepříjemné tělesné pachy. Micrococcus luteus byl také izolován ze 120 

milionů starých bloků jantaru. Molekulární a biologické zjištění ukazují, ţe  

Micrococcus luteus a příbuzní členové rodu mají vysokou adaptabilitu na přeţití 

v extrémním prostředí a v prostředí chudém na ţiviny. Pro disperzi v ţivotním prostředí 

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

4.1.3 Chromobacterium violaceum 

Je to gramnegativní bakterie a jejich kolonie jsou fialové. Pigment vyrobený z fialové  

kolonie je violacein [3-(l,2-dihydro-5-(5-hydroxy-lH-indol-3-yl)-2-oxo-3H-pyrrol-3-

ilyden)-l,3-dihydro-2H-indol-2-on] a má silný baktericidní, mykobaktericidní,  

trypanocidní, protinádorový a antioxidační účinky (Heer, 2017).  
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5 ROZDĚLENÍ A VYUŽITÍ BAKTERIÁLNÍCH PIGMENTŮ 

Pouţití bakterií pro produkci pigmentů má několik výhod oproti houbám, jako je krátký 

ţivotní cyklus a snadná genetická modifikace (Venil et al., 2013, 2014). Nicméně ve  

srovnání s houbovými pigmenty je většina bakteriálních pigmentů stále ve fázi výzkumu a 

proto by měla být zintenzivněna práce na produkci bakteriálních pigmentů, aby byly  

dostupné na trhu. Bakterie produkující pigmenty jsou všudypřítomné. Vyskytují se  

například v půdě (Zhu et al., 2007), pouštním písku (Liu a kol., 2009) et al., 2008), sladké 

vodě (Asker et al., 2008) a v mořských vzorcích (Franks et al., 2005). Byly objeveny v 

oblastech s nízkou teplotou (Nakamura et al., 2003) ivysokou teplotou (Manachini et al., 

1985), mohou přetrvávat ve slaných oblastech (Asker a Ohta, 1999) a dokonce mohou být 

endofyti (Dengetal., 2011). 

Ve srovnání s jinými bakteriálními skupinami byla dříve produkce pigmentu povaţována 

za nejpravděpodobnější u aktinobakterií (Marroquin a Zapata, 1954).  Rod Streptomyces 

byl studován pro nejvyšší produkci pigmentu jiţ v hlubší minulosti (Conn a Jean, 1941). 

Dnes je však známo, ţe bakterie produkují širokou škálu pigmentů, jako jsou karotenoidy, 

melanin, violacein, prodigiosin, pyocyanin, aktinorhodin a zeaxantin (Ahmad et al., 2012; 

Venil a kol., 2014), coţ je dáno tím, ţe bylo objeveno mnoho bakteriálních kmenů  

produkující nové pigmenty a navíc byly a jsou intenzivně zkoumány podmínky pro tvorbu 

pigmentů. 

Kultivační podmínky a optimalizace médií ukázaly zvýšenou produkci pigmentů u Bacillus 

sp., který vykazoval významnou produkci pigmentu při kultivaci při pH 7,0 ± 0,1 a teplotě 

34 ° C (Mondal et al., 2015). Podobně  Duganella sp. B2 při optimálním pH a zdrojích 

dusíku vykazovala zvýšenou produkci violaceinu (4,8-násobek proti standardnímu zdroji 

dusíku) (Wang et al., 2009).   

5.1 Typy pigmentů 

5.1.1 Karotenoidy 

Karotenoidy byly nejprve izolovány Heinrichem Wilhelmem Ferdinandem Wackenroder 

(Wackenroder, 1831). Všechny karotenoidy jsou tetraterpenoidy (Kocher a Muller, 2011)  

a existuje více neţ600 známých karotenoidů, které jsou rozděleny do dvou tříd:  

xanthophylly (které obsahují kyslík) a karoteny (které jsou čistě uhlovodíky a neobsahují 
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ţádný kyslík). Mikrobiální produkce karotenoidů vykazuje snadné vyuţití za pouţití  

nízkonákladových substrátů a bezpečnosti (Mata Gomezet al., 2014). Mikroorganismů 

produkující karotenoidy je mnoho a zahrnují 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 pouţívají jako vitamínové doplňky a hrají důleţitou roli v 

ochraně před oxidačním 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 běţně vyskytují ve všech ţivých  

systémech a jejich přítomnost v téměř kaţdém velkém taxonu naznačuje evoluční význam 

(Plonka a Grabacka, 2006). Produkce melaninu byla popsána u velkého počtu rozmanitých 

mikroorganismů, jako je Vibrio cholerae, Shewanella colwelliana, Alteromonas 

nigrifaciens (Soliev et al., 2011) a u mnoha druhů rodu Streptomyces (Manivasagan et al., 

2013). Melanin poskytuje odolnost proti UV záření tím, ţe absorbuje široký rozsah 

vlnových délek a předchází fotodegradačnímu poškození buněk (Hill, 1992). Melanin také 

chrání před vysokými teplotami a chemickým namáháním. Melanin je proto značně  

pouţíván v kosmetice, ochraně fotografií, krémů, brýlí a dokonce i k imobilizaci 

radioaktivního odpadu jako je uran. Má vlastnosti antiHIV (Plonka a Grabacka, 2006, 

Surwase et al., 2013). 

5.1.3 Prodigiosin 

Prodigiosin je červený pigment, který byl nejprve izolován z bakterie Serratia marcescens 

(Boger and Patel, 1987). Produkce prodigiosinu byla později popsána i u 

Pseudomonas magneslorubra, Vibrio psychroerythrous, Vibrio gazogenes a Alteromonas 

rubra (Darshana Manonmani, 2015). Výskyt mikroorganismů produkujících prodigiosin je 

široký (Gandhi et al., 1976, Kim et al., 2007). Prodigiosin působí jako silná terapeutická 

molekula, má zejména imunosupresivní a protinádorový účinek. Prodigiosin také vykazuje 

insekticidní, antifungální, antibakteriální a antimalarickou aktivitu (Harriset al., 2004, 

Kamble a Hiwarale, 2012). 
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5.1.4 Violacein 

Violacein je fialově zbarvený pigment, poprvé popsaný z gramnegativní bakterie  

Chromobacterium violaceum. Na rozdíl od Chromobacterium violaceum, produkce 

violaceinu byla hlášená z různých mikroorganismů, jako je Janthinobacterium 

lividum, Pseudoalteromonas luteoviolacea, Pseudoalteromonas tunicata, a 

Pseudoalteromonas ulvae. Violacein vykazuje různé biologické aktivity, včetně  

antivirových, antibakteriálních, protinádorových a enzymových modulačních vlastností 

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

5.1.5 Riboflavin 

Riboflavin, také nazývaný vitamín B2, je pigment rozpustný ve vodě, který vykazuje  

silnou ţlutozelenou fluorescenci. Ten byl nejprve izolován anglickým chemikem  

Alexanderem Wynter Blythem (Blyth, 1879). Struktura riboflavinu byla potvrzena  

Kuhnem a Weygandem; má dvě odlišné části sestávající z jednotky ribózy a struktury  

flavinů se třemi kruhy, známé jako lumichrom (Kuhn et al., 1933). Riboflavin je nezbytný 

vitamin, který je potřebný pro člověka v mnoţství1,1-1,3 mg denně. Riboflavin působí 

jako strukturní sloţka koenzymů flavin mononukleotidu a flavin adenin dinukleotidu. Oba 

koenzymy katalyzují neenzymatické oxidačně-redukční reakce tím, ţe fungují jako  

dehydrogenační nosiče vodíku v dopravním systému podílejícím se na produkci ATP.  

Riboflavin je pouţíván jiţ více neţ 30 let, např. jako součást terapie neonatální ţloutenky. 

Souběţná léčba riboflavinem s beta blokátory ukázala zlepšení u migrénových bolestí  

hlavy (Kutsal and Ozbas, 1989; Feroz, 2010). Ukázalo se rovněţ, ţe riboflavin v  

kombinaci s UV světlem je účinný při sniţování škodlivých patogenů v krevních  

produktech (Goodrich et al., 2006). 

5.1.6 Pyocyanin 

Pyocyaninje modrý pigment produkovaný Pseudomonas aeruginosa (Hassan and  

Fridovich, 1980). Pyocyanin byl pouţíván jako proti mikrobní látka, neboť má 

antibakteriální a antifungální vlastnosti (Jayaseelanet al., 2014). 
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5.2 Aplikace pigmentů 

5.2.1 Pigmenty v textilním průmyslu 

Textilní průmysl vyuţívá přibliţně 1,3 milionu tun syntetických barviv a prekurzorů barviv 

ročně (Venilet al., 2013). Aţ 200 000 tun barviva se kaţdoročně vylučuje s odpadními  

vodami během barvení a dokončovacích prací. Bohuţel většina těchto barviv uniká  

konvenčním procesům čištění odpadních vod a přetrvává v ţivotním prostředí v důsledku 

jejich vysoké stability vůči světlu, teplotám, vodě, detergentům, chemikáliím, mýdlům a 

dalším vlivům (Ogugbue a Sawidis, 2011). Je proto velký zájem na pouţívání ekologicky 

šetrných barviv. Mikrobiální pigmenty jsou ekologicky šetrná barviva pouţitelná pro  

barvení textilních tkanin (Chadni et al., 2017). Mnoho mikrobiálních pigmentů jiţ bylo 

odzkoušeno k pouţití pro barvení různých typů tkanin. Prodigiosin z Vibrio sp. můţe  

barvit vlnu, nylon, akryl a hedvábí. Při pouţití tamarindu jako mořidla můţe pigment od 

Serratia marcescens barvit aţ pět typů látek, včetně akrylové, polyesterové mikrovlákny, 

polyesteru, hedvábí a bavlny (Yusof, 2008). Kromě barvícího efektu vykazovaly mikrobi-

álně barvené textilie také antimikrobiální vlastnosti. Textilní tkanina barvená prodigiosiny, 

získanými z Vibrio sp., vykazovala antibakteriální aktivitu proti Staphylococcus aureus a 

Escherichia coli (Alihosseini et al., 2008). Mikrobiální pigmenty tak mohou zvýšit trţní 

hodnotu tkaniva a mohou nahradit takové syntetické barvy, které jsou toxické pro lidstvo a 

přírodu.  

5.2.2 Antimikrobiální činidla 

Mikrobiální pigmenty slouţí jako antimikrobiální činidla proti širokému spektru patogenů 

(Malik et al., 2012). Pigmenty, jako je pyocyanin a pyorubin získané z Pseudomonas 

aeruginosa, vykazují výraznou antibakteriální aktivitu proti Citrobacter sp. Pigmenty  

produkované Micrococcus luteus KF532949 vykazovaly slibnou mikrobiální aktivitu proti 

patogenům  působícím záněty ran, jako je Staphylococcus sp., Klebsiella sp., 

a Pseudomonas sp. (Umadevi a Krishnaveni, 2013). Pigment získaný ze  

Streptomyces hygroscopicus dokonce vykazoval dobrou antimikrobiální aktivitu proti  

patogenům rezistentním vůči některým antibiotikům, jako jsou kmeny Staphylococcus  

aureus rezistentní vůči methylicinu a vankomycinu a kmeny Escherichia coli,  

Pseudomonas aeruginosa produkující p-laktamasui vůči Klebsiella sp. (Berlanga et al., 

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

Aby bylo jídlo přitaţlivé, přidávají se buď syntetická, nebo přírodní barviva. V posledních 

dnech se výrobci potravin přesouvají ze syntetických do přírodních barviv kvůli  

negativním zdravotním důsledkům spojeným se syntetickými barvami (Aberoumand, 

2011; Venil et al., 2013).  

5.2.4 Antioxidanty 

Mikrobiální pigmenty jako karotenoidy a naftachinony prokázaly antioxidační aktivitu 

(Tuli et al., 2015). Antioxidační aktivitu má taktéţ karotenoid izolovaný z antarktické  

bakterie rodu Pedobacter. Pigment má silnou antioxidační kapacitu a chrání bakterii proti 

oxidačnímu poškození (CorreaLlanten et al., 2012).  

5.2.5 Protinádorové látky 

Mnoho mikrobiálních pigmentů má protinádorovou aktivitu, např. prodigiosin 

z Pseudoalteromonas sp. 1020R vykázal cytotoxicitu proti leukemickým buňkám U937 

(Wang et al., 2012). Podobně melanin ze Streptomyces glaucescens NEAE-H ukázal 

protinádorovou aktivitu proti buněčné linii rakoviny kůţe (El-Naggar a El-Ewasy, 2017). 

5.2.6 Bioindikátory 

Mikrobiální pigmenty se dají pouţít i jako bioindikátory. Fluorescenční pigmenty z  

bakterií mohou být pouţity pro kontrolu průběhu specifických reakcí. Klíčovým příkladem 

je fykoerythrin, který se pouţívá k predikci rychlosti zachycování peroxyradikálů v lidské 

plazmě. Pigment nejprve vykazuje fluorescenci, tmavé skvrny se objevují tam, kde  

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

5.2.7 Chemická modifikace bakteriálních pigmentů 

Pigmenty, vytvářené bakteriemi, nemusí být ve své přirozené formě optimální pro aplikaci, 

ale barviva produkovaná rody Chromobacterium, Sarcina a Micrococcus mohou být 

chemicky modifikována tak, aby byla např. rozpustná ve vodě (Heer, 2017).   
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6 FAKTORY OVLIVŇUJÍCÍ PRODUKCI PIGMENTŮ 

Existují dva typy produkce: Růst na pevném substrátu a v ponořeném (submerzním) stavu. 

Obecně se pro průmyslovou výrobu pigmentů pouţívá submerzní kultivace. Při kultivaci 

na pevných substrátech dochází k produkci pigmentované biomasy na povrchu pevného 

substrátu. Tato technika má mnoho potenciálních výhod, včetně úspory odpadních vod a 

vyššího výnosu metabolitů, ale zabírá obrovské plochy. Na druhé straně mikroorganismy, 

kultivované aerobně v kapalném médiu za správného míchání, vykazují vyšší homogenitu 

růstu buněk a lze je na malé ploše pěstovat ve velkém objemu. Produkci pigmentů  

ovlivňuje mnoho parametrů jako zdroj uhlíku, zdroj dusíku, teplota, pH, rychlost  

provzdušňování atd. (Heer, 2017).  

6.1 Teplota 

Produkce mikrobiálních pigmentů je velmi závislá na typu mikroorganismu a teplota je 

hlavním faktorem pro produkci mikrobiálních pigmentů (Heer and Sharma, 2017).  

6.2 pH 

Dalším z nejdůleţitějších faktorů pro produkci mikrobiálního pigmentu je pH. Je nutno 

brát v potaz, ţe změna pH z optimální hodnoty neovlivní jen produkční vlastnosti  

mikroorganismu, ale uţ i mírná změna pH můţe změnit barvu odstínu mikrobiálního  

pigmentu (Heer and Sharma, 2017).  

6.3 Inkubační doba 

Různá inkubační doba ovlivňuje růst mikrobiálního producenta a tím i tvorbu pigmentu; 

nejvíce pigmentu bývá produkováno v rozmezí 24 – 96 hodin kultivace (Heer and Sharma, 

2017). 

6.4 Zdroj uhlíku 

Produkce pigmentu můţe být výrazně ovlivněna typem zdrojů uhlíku, jako je například 

glukosa, fruktosa, laktosa, maltosa, sacharosa. Zdroj uhlíku jako glukosa anebo její  

oligosacharidy jsou obvykle lepší pro růst mikrobiálního kmene i produkci pigmentů (Heer 

and Sharma, 2017). 
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6.5 Zdroj dusíku 

Zdroje dusíku jsou také důleţitým faktorem pro mikrobiální pigmenty, a to v silné  

závislosti na konkrétním druhu mikroorganismu (Heer and Sharma, 2017). 
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7 ROD MICROCOCCUS 

Rod Micrococcus je zařazen do domény Bacteria, kmene Actinobacteria, třídy  

Actinobacteria, řádu Actinomycetales, čeledi Micrococcaceae a rodu  

Micrococcus (Sedláček, 2007).  

Buňky rodu Micrococcus jsou sférické, vyskytující se po dvou, ve čtveřicích nebo 

v nepravidelných shlucích, ale ne v řetízcích. Barví se gram-pozitivně. Jsou nepohyblivé, 

nesporulující, striktně aerobní a mohou produkovat pigmenty. Jsou chemoorganotrofní 

s respiratorním metabolismem a z cukrů produkují malé nebo ţádné mnoţství kyselin.  

Rostou na běţných médiích a jsou mírně halotolerantní – rostou aţ při 5%NaCl. Jsou 

mezofilní, optimální růstová teplota je v rozmezí 25 aţ 37 °C. Primárně se vyskytují na 

kůţi savců včetně člověka, dále se nacházejí v půdě, v ovzduší, ve vodě a v potravinách, 

převáţně v masu. Obecně jsou povaţovány za nepatogenní (Sedláček, 2007).  

Rod Micrococcus obsahuje řadu druhů, nejznámější jsou dva, a to druh Micrococcus 

luteus a Micrococcus lylae. Micrococcus luteus je ţlutě pigmentující, vyskytující se na 

kůţi savců a Micrococcus lylae je obvykle nepigmentující a vyskytující se téţ na kůţi  

savců (Sedláček, 2007).   
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8 JINÉ BAKTERIE TVOŘÍCÍ MODRÝ A FIALOVÝ PIGMENT 

8.1 Streptomyces sp. 

Pigmenty rozpustné ve vodě nejsou u mikroorganismů úplně běţné, ale mají velký  

biotechnologický význam. Současný antagonismus vůči syntetickým barvám vyzval 

k velkému mnoţství výzkumu potenciálních mikroorganismů poskytovat ve vodě  

rozpustné pigmenty, vhodné pro pouţití jako barviva pro potravinářský průmysl  

(Margalith, 1992).  

Uvádí se např. izolace a identifikaci kmene Streptomyces sp. LS-1, který produkuje  

relativně velké mnoţství ve vodě rozpustného, stabilního a netoxického pigmentu. Kmen 

LS-1 byl izolován ze vzorků odebraných z půdy v oblasti Nanjing v Číně. Kmen byl  

kultivován v médiu obsahující škrob 20 g/l, KNO3 1 g/l,NaCl 0,5 g/l, MgSO4 ∙ 7H2O 0,5 

g/l, K2HPO3 ∙ 3H2O 0,5 g/l, FeSO4 ∙ 7H2O 0,01 g/l, při pH 7,4 – 7,6. Kmen byl  

kultivován jeden den při 30 °C, neţ byl přenesen do 250 ml baňky obsahující 100 ml mé-

dia. Dále probíhala kultivace na orbitální třepačce při 3,3 Hz a 30 °C. Submerzní kultivace 

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

Pro zkoumání, zda je produkce pigmentu ovlivněna různými zdroji dusíku a uhlíku, byly 

jako zdroj dusíku pouţity NH4SO3, NH4Cl a KNO3 (0,1% w/w). S dusičnanem draselným 

jako hlavním zdrojem dusíku byl zkoumán vliv zdrojů uhlíku (glukosa, sacharosa a škrob), 

(LingLu, 2002). Kvantifikace pigmentů ve vhodných časových obdobích, kdy se odebíraly  

vzorky o objemu 10 – 20 ml k měření A590supernatantu (αMAX absorpčního spektra  

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

Bylo zjištěno, ţe kmen LS-1 je shodný s rodem Streptomyces a je blízce příbuzný s  

S. indigocolor. Byl prokázán vliv zdroje uhlíku a dusíku na produkci modrého pigmentu. 

Kdyţ byl zdrojem KNO3, pigment byl bohatě tvořen a akumulován. Za kultivace při  

přidání NH4NO3 nebo NH4Cl nebyla pozorována ţádná produkce pigmentu, coţ by mohlo 

znamenat, ţe syntéza pigmentu je inhibována amonným dusíkem. Glukosa byla nejlepším 

zdroje uhlíku, jako druhý nejlepší zdroj lze povaţovat sacharosu. Při submerzní kultivaci 

byla produkce pigmentu po dobu 45 hodin velmi slabá, poté však prudce vzrostla a dosáhla 

maxima po 4 dnech. Mnoţství pigmentu ve 3 litrovém fermentoru bylo přibliţně třikrát 

vyšší neţ v laboratorních baňkách a doba kultivace byla přibliţně o 60 hodin kratší, coţ 
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autoři vysvětlili lepším provzdušňováním během tvorby pigmentu ve fermentoru (LingLu, 

2002).  

Autoři také zjistili, ţe pigment byl stabilnější za viditelného světla v alkalickém prostředí 

neţ v kyselém. Měření teplotní stability v rozmezí 20 – 100 °C ukázalo, ţe po 1 hodinové 

inkubaci při 100 °C 86 % pigmentu zůstává. Pigment produkovaný kmenem LS-1 byl 

strukturně velmi podobný aktinorhodinu, popsaném jiţ dříve v publikaci Bystrykh et al., 

1996. Kdyţ byly oba pigmenty pozorovány tenkovrstvou chromatografií, jejich retenční 

vlastnosti byly takřka identické.  

Protoţe podobný výsledek byl získán i pomocí HPLC, povaţují autoři pigment  

produkovaný kmenem LS-1 za úzce strukturně blízký modrému pigmentu aktinorhodinu, 

který produkuje S. coelicolor (LingLu, 2002).  

8.2 Pantoea agglomerans 

Jednou z dalších bakterií, schopných produkovat tmavě modrý pigment, která byla  

izolována z prostředí a identifikována jako gramnegativní bakterie, je Pantogea 

agglomerans. Rovněţ i u ní byla studována produkce pigmentu za různých podmínek, 

ovšem spíše z pohledu potenciálního vyuţití pigmentace této bakterie coby indikátoru  

nesprávného skladování potravin. Pantogea agglomerans je gramnegativní tyčinka,  

pohyblivá, pozitivní na Voges-Proskauer test, katalázu, malonát, vyuţití močoviny a  

arabinosy.  

Nejprve byly studovány koncentrace organických sloţek pro přípravu agarových ploten. 

Organismus byl naočkován na agarové plotny s různými koncentracemi glukosy (5 aţ  

20 g/l) a trypticko sojového bujonu (TSB, 2,5 aţ 20 g/l) a pH bylo upraveno na 6,8. Po 

inkubaci po dobu 14 hodin při 20 °C byla změřena barva agarových misek, jako index 

tvorby pigmentu. Bylo zjištěno, ţe kombinace 10 g/l TSB a 5 g/l glukosy generovaly  

nejvyšší hodnotu produkce pigmentu. Poté bylo zkoumáno pH a to v rozmezí mezi 5,6 aţ 

7,6 a nejvyšší hodnota produkce pigmentu byla zjištěna při pH 6,4.  

Dále byl zkoumán přídavek glycerolu a bylo zjištěno, ţe 10 g a 40 g na litr mírně zvýšilo 

produkci pigmentu ve srovnání s kontrolním vzorkem. Při 80 g a 160 g glycerolu byla  

produkce pigmentu zpoţděna, a proto se koncentrace 40 g na litr se jevila jako optimální. 

Autoři rovněţ zjistili, ţe na produkci pigmentu má vliv počáteční hustota buněk.  
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Zkoušené počáteční hodnoty hustoty buněk byly 10
6,3

 CFU/cm
2
, 10

7,2
 CFU/cm

2
, 10

8,2 

CFU/cm
2
 a 10

9,1 
CFU/cm

2
. Původně pouţívaná hustota buněčné suspenze byla 10

8,2 

CFU/cm
2
). Produkce pigmentu byla rychlejší při počátečních hodnotách mezi 10

6,3
 

CFU/cm
2 

a 10
8,2 

CFU/cm
2
. Zajímavým pozorováním bylo, ţe ţádný modrý pigment nebyl 

produkován při nejvyšší počáteční koncentraci 10
9,1 

CFU/cm
2
, ale buňky během inkubace 

vyrostly ţlutě.  

Bylo také pozorováno, ţe produkce pigmentu začala v pozdní logaritmické fázi růstu  

pigmentu. Z hlediska produkce pigmentu při konstantních teplotách (mezi 8 °C a 20 °C) 

bylo zjištěno, ţe tvorba pigmentu nastává při teplotách 10 °C a více.  

Na závěr autoři studovali některé vlastnosti pigmentu a zjistili, ţe je rozpustný ve vodě, ale 

ne v organických rozpouštědlech jako jsou chloroform, aceton nebo acetonitril. Kdyţ se 

však do rozpouštědla přidalo malé mnoţství vody, tak se pigment rozpustil. Tím se tento 

pigment liší od ostatních mikrobiálních fialových a modrých pigmentů, jako je například 

violacein. Zajímavé je, ţe se barva pigmentu změnila dle hodnoty pH (na růţovou 

v kyselém roztoku), ale v alkalickém roztoku se nezměnila. Tyto vlastnosti pigmentu jsou 

podobné vlastnostem antokyanů, modrých pigmentů rostlin. Také bylo zjištěno, ţe  

studovaný modrý bakteriální pigment není stabilní ve vodě a modrá barva v něm postupně 

mění intenzitu (Fujikawa, 2010).  
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9 KULTURA CCM 4431 A JEJÍ PŮVOD 

Existence grampozitivních mikrokoků, tvořící fialové rozpustné barvivo, je známa jiţ 

dlouho; dříve však byly označovány jako Staphylococcus flavocyaneus (Aaronson, 1955). 

Nicméně vědeckých prací o fialově pigmentujících mikrokokách je velmi málo a ţádná se 

nevěnovala studiu podmínek produkce barviva.  

Jsou k dispozici dvě staré vědecké práce, zabývající se taxonomickým zařazením takových 

koků. Tehdy nové uspořádání navrhli dva čeští vědci Kocur a Martinec (1963), kteří  

přeřadili fialově pigmentující koky do rodu Micrococcus, konkrétně do druhu  

Micrococcus luteus a tento návrh byl podpořen prací Rosypala, Kocura a Hoďáka, rovněţ 

z roku 1963. 

O řadu let později, v roce 1995, byla provedena rozsáhlá taxonomická revize všech  

bakterií, které byly do té doby řazeny do rodu Micrococcus (Stackebrandtet al., 1995). 

V rámci této revize byl ustanoven i nový druh Micrococcus lylae, velmi blízký druhu 

Micrococcus luteus (Stackebrandtet al., 1995).  

V květnu roku 1994 byla ve Zlíně z ovzduší Janem Růţičkou získána kultura mikrokoka, 

produkující rozpustné fialové barvivo a v září stejného roku byla následně uloţena do  

České sbírky mikroorganismů Brno (CCM). Tam byla podle svých biochemických a jiných 

vlastností později zařazena do druhu Micrococcus lylae a bylo jí přiděleno katalogové číslo 

CCM 4431. 
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 36 

 

10 CÍL PRÁCE 

Cílem teoretické části bakalářské práce bylo popsat produkci bakteriálních pigmentů, jejich 

rozdělení a aplikaci, typy bakteriálních pigmentů a faktory ovlivňující jejich produkci. 

Cílem praktické části práce bylo zkoumání vlivu vnějších faktorů na produkci modrého 

pigmentu kulturou Micrococcus lylae CCM 4431. Pigmentu byl dán pracovní název lylein. 

Byl zjišťován charakter lyleinu při růstu kultury na pevném a tekutém kultivačním médiu, 

zjištění významu glukosy v ţivném médiu, produkce lyleinu v závislosti na době  

kultivace, otestování kultivačních teplot pro produkci lyleinu, ověření linearity  

spektrofotometrického stanovení lyleinu, ověření moţnosti zjednodušení přípravy TYA 

agaru s glukosou, ověření tvorby lyleinu při kultivaci na minerálních a obohacených  

agarech a ověření růstu kultury na TYA agaru s glukosou v závislosti na pH. 
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11 MATERIÁL A METODIKA PRÁCE 

V bakalářské práci byla pouţita kultura Micrococcus lylae CCM 4431 z České sbírky  

mikroorganismů Brno (CCM), která byla následně uchovávána v mikrobiologické  

laboratoři Ústavu inţenýrství ochrany ţivotního prostředí Fakulty technologické. 

11.1 Kultivační média a přístrojové vybavení 

11.1.1 Kultivační média 

TYA agar (Tryptone yeast extract agar) 

Při přípravě ţivné půdy byl pouţit TYA agar (HiMedia, Indie) a jeho konkrétní mnoţství 

bylo smícháno s destilovanou vodou. Po dokonalém rozpuštění byl agar sterilizován 

v autoklávu pří 125 °C při zvýšeném tlaku vodních par po dobu 25 minut. Po sterilizaci se 

agar ochladil na cca 60 °C a byl rozlit do připravených sterilních Petriho misek tak, aby 

vzniklá vrstva byla vhodná pro kultivace při konkrétním pokusu.  

V mé praktické práci bylo vyuţíváno dvou typů TYA agarů, a to TYA agar s glukosou 

(TG agar) nebo TYA agar bez glukosy. Pro přípravu TYA agaru bez glukosy bylo  

naváţeno 2,1 g agaru a ten byl smíchán se 100 ml destilované vody. Pro přípravu TYA 

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

TYA agar s glukosou byl připravován dvěma způsoby. Prvním způsobem byla příprava, 

kdy se 10 ml roztoku 10% glukosy přidalo před sterilizací a druhý způsob, kdy se 10 ml 

sterilního10% roztoku glukosy přidalo po sterilizaci. Koncentrace glukosy tak byla vţdy 

10 g/l. Sloţení základního TYA agaru je uvedeno v následující tabulce (tab. 4). 

Tabulka 4 – Složení TYA agaru 

Agar 12 g/l 

Enzymatický hydrolyzát kaseinu 6 g/l 

Prášek z kvasničného extraktu 3 g/l 

 

Výsledné pH při 25 °C 7,2 ± 0,2 
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Minerální agar 

Naváţka minerálního agaru (MA) byla 1,9 g a byla rozpuštěna v 90 ml destilované  

vody. Minerální agar byl sterilizován při 125 °C po dobu 25 minut. Hodnota pH byla  

upravena v rozmezí hodnot 7,2 – 7,4. Sloţení minerálního agaru je uvedeno v následující 

tabulce (tab. 5). 

Tabulka 5 – Složení minerálního agaru 

K2HPO4 0,100 g 

NH4Cl 0,110 g 

MgSO4.7H2O 0,020 g 

FeSO4.7H2O 0,005 g 

CaCl2 0,002 g 

Agar 1,600 g 

 

Zásobní roztok stopových prvků 

K některým pokusům byl vyuţit zásobní roztok stopových prvků. Sloţení zásobního  

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

Tabulka 6 – Složení zásobního roztoku stopových solí 

MnSO4 . 5H2O 0,043 g 

H3BO3 0,057 g 

ZnSO4 . 7H2O 0,043 g 

(NH4)6Mo7O24 . 4H2O 0,037 g 

Co(NO3)2 . 6H2O 0,025 g 

CuSO4 . 5H2O 0,040 g 
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Fyziologický roztok 

K pokusům byl vyuţíván fyziologický roztok, který byl připraven smícháním 8,5 g NaCl 

s 1000 ml destilované vody.  

11.1.2 Přístrojové vybavení 

Běţné laboratorní vybavení pro mikrobiologickou práci (zkumavky, odměrné válce,  

jednorázový plastový materiál), automatické pipety, pH metry, termostaty, inkubátory, 

centrifuga MR23i JOUAN, autoklávy, mikrobiologický laminární box II A – Telstar 

(Španělsko), UV-VIS spektrofotometr UNICAM UV 500, sterilní filtr s porozitou 0,2 μm 

Ahlstrom. 

11.2 Zjištění charakteru lyleinu při růstu kultury na agarovém a v teku-

tém médiu 

K pokusu byl pouţit tryptický bujon s kvasničným extraktem a glukosou (TG bujon). 2,1 g 

TYA agaru bylo smícháno s 90 ml destilované vody a po rozpuštění rozpustných sloţek 

byla směs přefiltrována přes papírový rychlofiltr. Poté roztok, který byl zbavený agaru, byl 

rozplněn po 18 ml do láhví o objemu 250 ml a byl sterilizován. Do láhví s TG bujonem 

bylo asepticky přidáno po 2 ml sterilního 10% roztoku glukosy  

a kaţdá láhev byla zaočkována kulturou M. lylae4431. Kromě toho byly připraveny Petriho 

misky s TG agarem a v nich byly kovovou formou asepticky  

vyříznuty středové kruhy. Petriho misky byly masivně zaočkovány kulturou, avšak ne 

k okrajům agaru. Ve třech Petriho miskách byl vyříznut malý kruh (průměr 35 mm), do 

kterého bylo napipetováno 3 ml destilované vody a 150 μl10% roztoku glukosy a ve třech 

dalších velký kruh (průměr 50 mm), do nějţ bylo napipetováno 

5 ml destilované vody a 250 μl10% roztoku glukosy. Kultivace agarů i bujonů probíhala 

při 25 °C. Po 4 dnech bylo odebráno z láhví s TG bujonem do eppendorfek určité mnoţství 

suspenze a buňky byly odstraněny centrifugací. Suspenze byla centrifugována po dobu 10 

minut při 4 °C a 10 0000 ot./min a supernatant byl přefiltrován. Z Petriho misek byly  

odebrány roztoky a přefiltrovány. Oba typy získaných roztoků s barvivem byly proměřeny 

při 200 – 800nm na UV – VIS spektrofotometru. 

 

 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 40 

 

11.3 Zjištění významu glukosy v živném médiu 

K tomuto pokusu byly vyuţity kombinace TYA agaru, glukosy, sacharosy a glycerolu.  

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

b) TYA agar s glukosou: 2,1 g základu + 90 ml destilované vody, po sterilizaci  

přidáno10 ml roztoku glukosy o koncentraci 10%. 

c) TYA agar se sacharosou: 2,1 g základu + 1 g bezvodé sacharosy + 100 ml  

destilované vody. Sterilizace. 

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

Sterilizace.  

Po sterilizaci v autoklávu byl rozlit kaţdý ţivný agar po 20 ml do Petriho misek (bylo  

vyuţito sterilních válečků).  

Byla připravena hustá suspenze kultury 4431 ve sterilním fysiologickém roztoku.  

Na 4 misky z kaţdého typu agaru byla naočkována kultura 4431 kříţovým roztěrem 

s pouţitou připravenou suspenzí. Pro nanesení oválu (pecky) byla pouţita vţdy stejná  

klička. Kaţdá Petriho miska tak byla zaočkována přibliţně stejným inokulem.  

Kultivace misek probíhala při 30 °C s odečtem po 2-3-4-7 dnech.  

11.4 Zjištění produkce lyleinu v průběhu kultivace 

K tomuto pokusu byl pouţit TYA agar s glukosou 10 g/l. 

Po sterilizaci v autoklávu byl ţivný agar rozlit po 50 ml do 8 Petriho misek za vyuţití  

sterilního válečku. Byla připravena velmi hustá suspenze kultury 4431 ve sterilním  

fyziologickém roztoku. Asepticky byly vykrojeny středy agaru a byly vyjmuty. Agary byly 

naočkovány definovaným mnoţstvím kultury (cca 0,5 cm od okraje výřezů). Do  

vykrojených středů bylo nepipetováno po 5 ml sterilní destilované vody s 250 μl 10%  

roztoku glukosy. Misky byly opatrně vloţeny do termostatu na 30 °C. Po 24 hodinách  

kultivace byla odebrána sterilními špičkami kapalina a byl zjištěn její objem, následně byla 

kapalina centrifugována a byla změřena absorbance při vlnové délce 601 a 605 nm. Po 

kaţdém odebrání bylo do středu opět napipetováno 5 ml sterilní destilované vody a 250 μl 

10% roztoku glukosy. Postup byl opakován po 24 hodinách a v případě, ţe došlo 

k intenzivnímu zbarvení, bylo nutno před měření absorbance roztok definovaně zředit 

destilovanou vodou 1:1 nebo 1:2. 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 41 

 

11.5 Ověření kultivačních teplot pro produkci lyleinu 

K tomuto pokusu byl opět pouţit TYA agar s glukosou. Po sterilizaci  

v autoklávu byl ţivný agar rozlit po 20 ml do 10 Petriho misek za pouţití sterilních  

odměrných válečků.  

Byla připravena hustá suspenze 4431 ve sterilním fyziologickém roztoku. Na 9 misek byla 

naočkována kříţovým roztěrem připravená suspenze. Pro nanesení oválu byla pouţita vţdy 

stejná klička. Kaţdá Petriho miska byla zaočkována přibliţně stejným inokulem. Kultivace 

misek probíhala při 25, 30 a 37 °C. Odečet misek probíhal průběţně a byl fotograficky 

dokumentován. Dokumentace probíhala po 3-4-7 dnech.  

11.6 Ověření linearity spektrofotometrického stanovení lyleinu 

TYA agar s glukosou byl rozlit po 50 ml do 4 Petriho misek. Středy agaru byly vykrojeny 

vykrajovátkem a bylo do nich nadávkováno 5 ml sterilní destilované vody s přídavkem 250 

μl 10% roztoku glukosy. Misky byly inkubovány při 30 °C. Po 3 dnech kultivace byly 

misky prohlédnuty a byl z nich odebrán roztok barviva. Roztok barviva byl přefiltrován 

přes sterilní filtr s porozitou 0,2 μm do čisté zkumavky (koncentrát = vzorek K).  

Hypoteticky bylo uvaţováno o koncentraci barviva ve vzorku K 100 mg/l. Ze vzorku 

„K“ byly do dalších 12 zkumavek připraveny vzorky číslo 1-12, které byly ředěny destilo-

vanou vodou. Ředění vzorků je uvedeno v následující tabulce (tab. 7). 
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Tabulka 7 – Ředění vzorků 

Vzorek Ředění 

Fiktivní  

koncentrace 

[mg/l] 

Provedení ředění 

Objem K 
Objem vody 

[ml] 

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 μl 1,8 

9 1 : 12 7,7 200,0 μl 2,4 

10 1 : 19 5,0 100,0 μl 1,9 

11 1 : 39 2,5 100,0 μl 3,9 

12 1 : 99 1,0 100,0 μl 9,9 

 

Po přípravě vzorků 1-12 byla proměřena u vzorku číslo 4 spektrální křivka při  

200 – 800nm a bylo tak zjištěno absorpční maximum při 599 nm. Následně byla sestavena 

křivka závislosti absorbance na fiktivní koncentraci.  

11.7 Ověření možnosti zjednodušené přípravy TYA agaru s glukosou 

K následujícímu pokusu byly pouţity 2 agary. První agar byl připraven klasickým  

způsobem: naváţka TYA agaru 2,1 g s 90 ml destilované vody byla sterilizována 

v mikrovlnném (MW) sterilizátoru, a poté bylo sterilně přidáno 10 ml roztoku glukosy o 

koncentraci 10 %.  
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Druhý agar byl připraven zjednodušeným způsobem: k naváţce TYA agaru 2,1 g s 90 ml 

destilované vody bylo přidáno 10 ml roztoku glukosy o koncentraci 10 %. Poté bylo  

sterilizováno v MW sterilizátoru. Po sterilizaci v MW sterilizátoru byl kaţdý ţivný agar 

rozlit po 20 ml do 5 Petriho misek za pomocí sterilních odměrných válečků. Následně byla 

připravena hustá suspenze kultury 4431 ve sterilním fyziologickém roztoku. Na 3 misky  

z kaţdého typu agaru bylo kříţový roztěrem naočkovaná suspenze, která byla před  

pouţitím vţdy promíchána. Pro nanesení oválu byla pouţita vţdy stejná klička. Kaţdá  

Petriho miska byla zaočkována přibliţně stejným inokulem. Kultivace misek probíhala při 

30 °C, odečet probíhal za 3-5 dní a vizuálně byla hodnocena míra růstu kultury a  

produkce barviva.  

11.8 Ověření tvorby lyleinu při kultivaci na minerálních a obohacených 

agarech 

K jednotlivým pokusům byly vyţity kombinace minerálního média s vitamíny, glukosou, 

kvasničným extraktem a tryptonem. 

1. TYA agar s glukosou, 100 ml, připravený klasickým způsobem: naváţka TYA  

agaru 2,1 g + 90 ml destilované vody 

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

3. MA + glukosa + vitamíny, 100 ml, naváţka MA agaru 1,9 g + 90 ml destilované 

vody (po sterilizaci bylo asepticky přidáno 0,5 ml MEM vitamínů)  

4. MA + glukosa, trypton a vitamíny, 100 ml, naváţka MA agaru 1,9 g + 0,6 g  

tryptonu + 90 ml destilované vody (po sterilizaci bylo asepticky přidáno 0,5 ml 

MEM vitamínů) 

5. MA + glukosa, kvasničný extrakt a vitamíny, 100 ml, naváţka MA agaru 1,9 g + 

0,3 g kvasničného extraktu powder + 90 ml destilované vody (po sterilizaci bylo 

asepticky přidáno MEM vitamínů 0,5 ml) 

6. MA + glukosa + trypton + kvasničný extrakt a vitamíny, 100 ml, naváţka MA  

agaru 1,9 g + 0,6 g tryptonu + 0,3 g kvasničného extraktu powder + 90 ml  

destilované vody (po sterilizaci bylo asepticky přidáno MEM vitamínů 0,5 ml)  

K minerálním médiím č. 2 – 6 byl přidán roztok stopových prvků o objemu 200 μl. 

Po sterilizaci v autoklávu byly agary uchovávány v chladničce. Po rozvaření v mikrovlnce 

byly agary ponechány na vychladnutí na 60-70 °C. Poté bylo sterilně do agarů přidáno 3-6 
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po 0,5 ml MEM vitamínů a pak bylo do všech agarů sterilně přidáno 10 ml čerstvě  

přefiltrovaného roztoku glukosy o koncentraci 10 %. Agary byly dokonale promíchány a 

rozlity po 20 ml do 5 Petriho misek za vyuţití sterilních odměrných válečků. Byla  

připravena hustá suspenze kultury 4431 ve sterilním fyziologickém roztoku. Na 3 misky 

z kaţdého typu agaru byla kultura naočkována kříţový roztěrem. K očkování byla pouţitá  

připravená suspenze, která byla vţdy před pouţitím promíchána. Pro nanesení oválu byla 

pouţita vţdy stejná klička.  Kaţdá Petriho miska byla naočkována přibliţně stejným  

inokulem. Kultivace misek probíhala při 30 °C a odečet probíhal za 3-5-7 dní a vizuálně 

byla hodnocena míra růstu kultury a produkce barviva. 

11.9 Ověření růstu kultury a tvorby lyleinu při kultivaci na TYA agarech 

s glukosou v rozpětí pH 5-10 

K pokusu byly pouţity TYA agary s glukosou. Byl 7x naváţen TYA agar po 2,1 g a do 6 

z nich byla přidána po 80 ml destilovaná voda. Do sedmého bylo přidáno 90 ml  

destilované vody a tento agar slouţil jako kontrola. Po přídavku destilované vody byly 

naváţky rozpuštěny a na pH metru upraveny u jednotlivých agarů na pH hodnoty 5,2; 6,2; 

7,2; 8,2; 9,2 a 10,2. U jednotlivých dávek agarů byly zaznamenávány objemy přidaného 

roztoku NaOH nebo HCl. Po úpravě pH byly připravované agary doplněny o zbývající 

destilovanou vodou (10 ml, s odečtem objemu roztoku, pouţitého pro úpravu pH). Agary 

byly poté sterilizovány. Po sterilizaci byly agary další den rozvařeny v mikrovlnce a po 

mírném ochlazení bylo přidáno 10 ml roztoku glukosy do všech agarů. Agary byly rozlity 

po 20 ml na misky. Poté byla připravena hustá suspenze kultury 4431 ve sterilním  

fyziologickém roztoku. Na 3 misky z kaţdého typu agaru byla naočkována kříţovým  

roztěrem připravená suspenze, která byla před pouţitím promíchána. Pro nanesení oválu 

byla pouţita vţdy stejná klička. Kaţdá Petriho miska byla zaočkována přibliţně stejným 

inokulem. Kultivace misek probíhala při 30 °C, růst byl odečítán po 3-5-7 dnech a vizuálně 

byla hodnocená míra růstu kultury a hlavně produkce barviva. V následující tabulce jsou 

uvedeny přídavky HCl a NaOH k úpravě pH agarů (tab. 8). 
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Tabulka 8 – Přídavky HCl a NaOH k úpravě pH agarů a přídavek vody při přípravě 

Konečné pH HCl[ml] NaOH[ml] H2O [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 VÝSLEDKY A DISKUZE 

Cílem praktické části práce bylo zkoumání vlivu vnějších faktorů na produkci modrého 

pigmentu kulturou Micrococcus lylae CCM 4431. Byl zjišťován charakter pigmentu  

lyleinu při růstu kultury na pevném a tekutém kultivačním médiu, zjištění významu  

glukosy v ţivném médiu, produkce lyleinu v závislosti na době kultivace, otestování  

kultivačních teplot pro produkci lyleinu, ověření linearity spektrofotometrického stanovení 

lyleinu. Dále ověření moţnosti zjednodušení přípravy TYA agaru s glukosou, ověření 

tvorby lyleinu při kultivaci na minerálních a obohacených agarech o glukosu, trypton, 

kvasničný extrakt, vitamíny, stopové prvky a na závěr ověření růstu kultury na TYA agaru 

s glukosou v závislosti na pH. 

12.1 Zjištění charakteru lyleinu při růstu kultury na agarovém a v  

tekutém médiu 

V pokusu byl sledován charakter růstu pigmentu při růstu kultury na pevném a v tekutém 

médiu. Jako pevné médium byl pouţit TG agar (= TYA agar s 10 g glukosy/l) a jako tekuté 

médium byl pouţit TG bujon, který byl s výjimkou agaru co do sloţení zcela identický. 

Roztoky byly po kultivaci proměřeny na UV-VIS spektrofotometru při 200 – 800nm.  

Výsledky byly zaznamenány fotodokumentací a pomocí grafu. 
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12.1.1 Charakter pigmentu po 3 dnech růstu kultury na agarovém a v tekutém médiu 

 

Obrázek 1 – TG agar, s vykrojeným středem o průměru 50 mm – zahájení kultivace 

 

 

Obrázek 2 – Produkce pigmentu po 3 dnech na TG agaru s vykrojeným středem o průměru 

35 mm 
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Obrázek 3 – Charakter pigmentu po 3 dnech růstu na agarovém a v tekutém médiu 

 

 

Obrázek 4 – Závislost absorbance na vlnové délce u pigmentu získaného kultivací 

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

 

Obrázek 5 – Charakter pigmentu po 5 dnech kultivace kmene na agarovém a v tekutém 

médiu 

 

 

Obrázek 6 – Závislost absorbance na vlnové dálce u pigmentu získaného kultivací 

v tekutém a agarovém médiu po 5 dnech kultivace 
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Na obrázku 3 je znázorněno srovnání získaného pigmentu po kultivaci v tekutém médiu a 

na pevném médiu po 3 dnech kultivace. Z obrázku 3 je patrné, ţe v tekutém médiu buď 

nebyl pigment produkován (na rozdíl od pevného média, kde došlo k sytě modrému  

zbarvení), nebo byl pigment buňkami v tekutém médiu následně modifikován tak, ţe  

pozbyl modrého zbarvení. Na obrázku 5 je obdobně znázorněno srovnání modrého  

pigmentu získaného v tekutém médiu, na pevném médiu po naředění 1 : 2 a na pevném 

médiu v neředěném stavu, po 5 dnech kultivace.  Z obrázku 5 je také patrné, ţe po 5 dnech 

byla produkce modrého pigmentu výraznější neţ po 3 dnech, z toho důvodu byl pigment 

při měření absorbance naředěn 1 : 2. 

Roztoky byly proměřeny na spektrofotometru a byla sestavena závislost absorbance na 

vlnové délce. Jak je patrné z obrázku 4 - po kultivaci v tekutém médiu po 3 dnech  

kultivace byla zaznamenána maximální hodnota absorbance 0,5591 při vlnové délce 576 

nm a po kultivaci na pevném médiu byla hodnota maximální absorbance 1,3803 při vlnové 

délce 598 nm. V tekutém médiu po 5 dnech kultivace nebylo moţno odečíst maximální 

hodnotu absorbance a na pevném médiu byla i při ředění 1 : 2 zaznamenána maximální 

hodnota absorbance 1,577 při vlnové délce 600 nm, jak je patrné z obrázku 6. 

Pokus ukázal, ţe produkce pigmentu výrazně modré barvy je silně závislá na oddělení  

produkovaného pigmentu od buněk kultury, coţ v tekutém prostředí při promíchávání  

média, není moţné. Toto je však moţné zabezpečit kultivací na pevném agarovém médiu, 

kde vytvořený pigment difunduje od produkčních buněk agarovým médiem, je tak od nich  

oddělen a lze jej pak získat v nezměněné formě v roztoku, ve vyříznutém centru misek. 

12.2 Zjištění významu glukosy v živném médiu 

V pokusu byl sledován vliv glukosy, sacharosy a glycerolu v ţivném médiu na růst  

kultury a produkci pigmentu. Kultivace misek probíhala při 30 °C s odečtem po 2, 3, 4 a 7 

dnech. 
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12.2.1 Vyhodnocení po 2 dnech kultivace 

 

Obrázek 7 – Růst na TYA agaru čistém a se sacharosou 

 

Obrázek 8 – Růst na TYA agaru s glukosou a glycerolem 
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12.2.2 Vyhodnocení po 3 dnech kultivace 

  

Obrázek 9 – Růst na TYA agaru čistém a se sacharosou 

 

 

Obrázek 10 – Růst na TYA agaru s glukosou a glycerolem 
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12.2.3 Vyhodnocení po 4 dnech kultivace 

 

Obrázek 11 – Růst na TYA agaru čistém a se sacharosou 

 

Obrázek 12 – Růst na TYA agaru s glukosou a glycerolem 
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12.2.4 Vyhodnocení po 7 dnech kultivace 

 

Obrázek 13 – Růst na TYA agaru čistém a se sacharosou 

 

Obrázek 14 – Růst na TYA agaru s glukosou a glycerolem 
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Na obrázku 7-8 je znázorněn růst kultury a tvorba pigmentu po 2 dnech kultivace - na  

čistém TYA agaru a na agaru TYA s glycerolem se neprojevila ţádná produkce pigmentu. 

Na TYA agaru se sacharosou se projevila tvorba pigmentu v malé míře na rozdíl od misek 

s  TYA agarem s glukosou, kde byl pigment rozšířen i za hranicí inokula.  

Na obrázku 9-10 je znázorněn růst kultury a tvorba pigmentu po 3 kultivace na čistém 

TYA agaru a na glycerolu se neprojevila ţádná tvorba pigmentu. Rozšíření pigmentu na 

TYA agaru se sacharosou proběhlo i za hranici inokula. Na TYA agaru s glukosou se  

pigment rozšířil téměř po celé Petriho misce. Sytost modrého pigmentu byla více zřetelná 

na TYA agaru s glukosou neţ se sacharosou. 

Na obrázku 11-12 je znázorněna situace po 4 dnech kultivace - na čistém TYA agaru a na 

glycerolu se neobjevil ţádný pigment. Rozšíření pigmentu na TYA agaru se  

sacharosou bylo na celé na Petriho misce. To samé bylo pozorováno na TYA agaru 

s glukosou s tím rozdílem, ţe na misce s glukosou byla viditelně sytější modrá barva neţ 

na misce se sacharosou. 

Na obrázku 13-14 jsou znázorněny misky po jednom týdnu kultivace - na čistém TYA  

agaru a na glycerolu se neprojevil ţádný pigment. Na TYA agaru se sacharosou modrý 

pigment začal degradovat a měnil odstín z modré barvy do šedé. Na rozdíl od misky 

s glukosou, kde modrý pigment měnil odstín jen mírně. 
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12.3 Zjištění produkce lyleinu v průběhu kultivace 

V pokusu byla zjišťována produkce lyleinu v průběhu kultivace na TYA agaru s glukosou 

s cílem optimalizovat délku kultivace. Byly naočkovány misky s TG agarem a do  

vyříznutých středů byl napipetován roztok destilované vody a glukosy. Po 1, 2, 3, 5 a 

6dnech kultivace byl roztok ze středů misek asepticky odebrán, změřen jeho objem a byla 

proměřena absorbance roztoku při 601 a 605 nm. V případě intenzivního zbarvení byl  

roztok zředěn. Absorbance je uvedena v následujících tabulkách (tab. 9-14). 

Tabulka 9 – Měřená absorbance po 1 dnu kultivace 

1. den 

Vzorek Odebraný objem [ml] Absorbance při 601 nm [-] Absorbance při 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 – Měřená absorbance po 2 dnech kultivace 

2. den 

Vzorek Odebraný objem [ml] Absorbance při 601 nm [-] Absorbance při 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 – Měřená absorbance po 3 dnech kultivace 

3. den (ředění 1 : 2) 

Vzorek Odebraný objem [ml] Absorbance při 601 nm [-] Absorbance při 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 – Měřená absorbance po 4 dnech kultivace 

4. den (ředění 1 : 2) 

Vzorek Odebraný objem [ml] Absorbance při 601 nm [-] Absorbance při 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 – Měřená absorbance po 5 dnech kultivace 

5. den (ředění 1 : 2) 

Vzorek Odebraný objem [ml] Absorbance při 601 nm [-] Absorbance při 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 – Měřená absorbance po 6 dnech kultivace 

6. den (ředění 1 : 2) 

Vzorek Odebraný objem [ml] Absorbance při 601 nm [-] Absorbance při 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 výsledků měření absorbance vyplývá, ţe se s dobou kultivace zvyšovala hodnota  

absorbance. Nebyly zaznamenány výrazné rozdíly mezi měřením při vlnové délce 601 a 

605 nm. Naměřená absorbance se pohybovala od prvního dne kultivace v hodnotách od 

0,011 aţ po pátý den kultivace v hodnotách do 0,995. Po šestém dnu kultivace začala  

absorbance mírně klesat na hodnoty okolo 0,874; některé misky byly šestý den jiţ  

kontaminovány a byly vyřazeny. 

Pokus ukázal, ţe kultura je při kultivaci na TYA agaru s glukosou schopna produkovat 

značné mnoţství pigmentu aţ do 5. dne kultivace. 
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12.4 Ověření kultivačních teplot pro produkci lyleinu 

V pokusu byly ověřeny kultivační teploty pro produkci lyleinu na TYA agaru s glukosou 

(10 g/l). Kultivace probíhala při 25, 30 a 37 °C. Odečty probíhaly po 3, 4 a 7 dnech a jsou 

znázorněny na Ob. 15 – 17. 

 

Obrázek 15 – Kultivace po 3 dnech při 25, 30 a 37 °C 

 

 

Obrázek 16 – Kultivace po 4 dnech při 25, 30 a 37 °C 

 

TYA agar při 
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TYA agar při 
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TYA agar při  
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TYA agar při 
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TYA agar při  

37 °C 

TYA agar při 

25 °C 
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Obrázek 17 – Kultivace po 7 dnech při 25, 30 a 37 °C 

 

Po kultivaci po 3 dnech bylo zjištěno, ţe produkce pigmentu je nejvýraznější na Petriho 

misce při teplotě 30 °C a rozšíření pigmentu bylo na více neţ polovině misky. Po kultivaci 

při 25 °C byl pigment rozšířen za hranicí inokula a u kultivační teploty 37 °C nedošlo k  

ţádné produkci pigmentu. 

Po kultivaci po 4 dnech byl pigment rozšířen nejvíce na Petriho misce při 30 °C, byl  

rozšířen po celé misce. Při 25 °C byl pigment rozšířen zhruba z 80 %. Při 37 °C nedošlo 

k ţádné tvorbě pigmentu. 

Po kultivaci po 7 dnech bylo zjištěno, ţe produkce pigmentu je nejvýraznější na misce při 

25 °C, pigment byl rozšířen po celé misce. K výrazné produkci pigmentu docházelo také 

na misce při 30 °C, ovšem pigment jiţ začal mírně degradovat a měnil svou barvu ze sytě  

modré na modrošedou. Při 37 °C k ţádné tvorbě pigmentu nedošlo. 

 

TYA agar při 

25 °C 
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12.5 Ověření linearity spektrofotometrického stanovení pigmentu 

V pokusu byla ověřována linearita spektrofotometrického stanovení pigmentu, po růstu 

kmene 4431 na TG agaru se středovými výřezy. Po získání roztoků pigmentu z centrů  

misek byla proměřena spektrální křivka u vzorku č. 4 při 200 – 800nm a bylo zjištěno  

absorpční maximum a při tomto maximu byly proměřeny všechny naředěné vzorky i  

neředěný vzorek „K“. Následně byla sestavena křivka závislosti absorbance na fiktivní 

koncentraci. V následující tabulce je uvedeno ředění vzorků a změřená absorbance (tab. 

15). 

 

Tabulka 15 – Ředění vzorků a naměřená absorbance 

Vzorek Ředění 

Fiktivní 

koncentrace 

[mg/l] 

Provedení ředění 

Absorbance při 599 nm 

[-] Objem K 
Objem 

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 μl 1,8 0,188 0,188 

9 1 : 12 7,7 200,0 μl 2,4 0,149 0,150 

10 1 : 19 5,0 100,0 μl 1,9 0,089 0,090 

11 1 : 39 2,5 100,0 μl 3,9 0,048 0,048 

12 1 : 99 1,0 100,0 μl 9,9 0,019 0,019 

´ 
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Obrázek 18 – Závislost absorbance na fiktivní koncentraci vzorku 

 

 

Při proměření vzorku č. 4 bylo zjištěno, ţe absorpční maximum bylo při vlnové délce  

599 nm. Z naměřených absorbancí všech vzorků byla sestavena křivka závislosti  

absorbance na fiktivní koncentraci. Z křivky vyplývá, ţe linearita případného  

spektrofotometrického stanovení lyleinu je nejlepší při absorbancích do 0,6, kde koeficient 

R
2
dosahuje hodnoty 0,9997; při vyšších hodnotách absorbance jiţ tato není zcela přesně 

úměrná koncentraci látky.  

12.6 Ověření možnosti zjednodušené přípravy živného agaru 

V pokusu byla srovnávána příprava TG agaru zjednodušeným způsobem, kdy glukosa byla 

přidávána před sterilizací kultivačního média s metodou klasickou, kdy byla glukosa  

přidávána aţ po sterilizaci kultivačního média, a vliv na produkci pigmentu. Kultivace 

probíhaly při 30 °C a odečty byly provedeny po 3, 5 a 7 dnech kultivace. 
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12.6.1 Vyhodnocení přípravy TG agaru klasickým způsobem 

 

Obrázek 19 – Kultivace po 3 dnech 

 

Obrázek 20 – Kultivace po 5 dnech 

TYA agar  

s glukosou, přída-

vek glukosy po  
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12.6.2 Vyhodnocení přípravy agaru zjednodušeným způsobem 

 

Obrázek 21 – Kultivace po 3 dnech 

 

 

Obrázek 22 – Kultivace po 5 dnech 
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V tomto pokusu bylo zjištěno, ţe po kultivaci po 3 dnech na TYA agaru s glukosou 

připraveným klasickým způsobem se produkce pigmentu rozvinula po celé Petriho misce. 

Na miskách TYA agaru s glukosou připraveném zjednodušeným způsobem proběhlo  

rozšíření pigmentu téměř po celé misce. Výraznější produkce však nastala u TYA agaru 

s glukosou připraveným klasickým způsobem.  

Po kultivaci po 5 dnech byl nárůst pigmentu výraznější neţ po 3 dnech, a to na obou  

způsobech přípravy TYA agaru s glukosou. Výraznější produkce pigmentu ovšem byla 

stále u způsobu přípravy klasickým způsobem.  

12.7 Ověření tvorby lyleinu při kultivaci na minerálních a obohacených 

médiích 

V pokusu byla ověřována tvorba lyleinu při kultivaci na obohacených minerálních  

médiích. Kultivační média byla obohacována glukosou, vitamíny, tryptonem, stopovými 

prvky a kvasničným extraktem. Motivací bylo zjistit, která ze sloţek TYA agaru (trypton, 

kvasničný extrakt) je rozhodující pro produkci pigmentu a také to, zda je moţné kulturu 

pěstovat na definovaně obohaceném minerálním agaru (MA). Kultivace probíhala při 30 

°C a odečty byly provedeny po 3, 5 a 7 dnech. 
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Obrázek 23 – Kultivace po 3 dnech 

 

Obrázek 24 – Kultivace po 5 dnech 
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Obrázek 25 – Kultivace po 7 dnech 

 

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

na celé misce. 

Na minerálním médiu s glukosou a s glukosou a vitamíny nebyl ţádný nárůst pigmentu ani 

po 3, 5 ani 7 dnech. 

Na minerálním médiu s glukosou, tryptonem a vitamíny byl pozorován masivní nárůst 

pigmentu po 3 dnech kultivace. Po 5 dnech kultivace byl stejný nárůst pigmentu jak po 3 

dnech kultivace a po 7 dnech kultivace byl nárůst pigmentu slabší. 

Na minerálním médiu s glukosou, kvasničným extraktem a vitamíny nebyl pozorován  

výrazný nárůst pigmentu po 3, 5 ani 7 dnech kultivace. 

Na minerálním médiu s glukosou, tryptonem, kvasničným extraktem a vitamíny byl po 3 

dnech nárůst pigmentu pouze v oblasti inokula. Po 5 dnech kultivace byl nárůst pigmentu 

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

Z výsledků je vidět, ţe nejvýraznější tvorby pigmentu bylo dosaţeno na standardním TG 

agaru a ţe pro tvorbu pigmentu má zásadní vliv přídavek tryptonu. Bez něj byla produkce 

pigmentu zanedbatelná či nulová. 
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12.8 Ověření růstu kultury a tvorby lyleinu při kultivaci na TYA agarech 

s glukosou v závislosti na pH 

V pokusu byl ověřován růst kultury a tvorby lyleinu při kultivaci na TYA agaru s glukosou 

v závislosti na pH. Kultivace probíhala při 30 °C s odečtem po 3, 5 a 7 dnech. 

 

Obrázek 26 – Kultivace po 3 dnech při pH 5,2 a 6,2 

 

 

Obrázek 27 – Kultivace po 3 dnech při pH 7,2; 8,2; 9,2 a 10,2 
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Obrázek 28 – Kultivace po 5 dnech při pH 5,2 a 6,2 

 

 

 

Obrázek 29 – Kultivace po 5 dnech při pH 7,2 a 9,2 
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Obrázek 30 – Kultivace po 5 dnech při pH 7,2 a 10,2 

 

 

Obrázek 31 – Kultivace po 7 dnech při pH 5,2 a 6,2 
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Obrázek 32 – Kultivace po 7 dnech při pH 7,2; 8,2; 9,2 a 10,2 

 

 

Na miskách s TYA agarem s glukosou při pH 5,2 a 6,2 nebyla pozorována ţádná produkce 

pigmentu po celou dobu pokusu a i samotný růst kultury byl silně inhibován.  

Při pH 7,2 se pigment rozšířil cca na polovinu misky, a to po 3 dnech kultivace. Po 4 dnech 

kultivace se slabě pigment rozšířil po celé misce a po 7 dnech kultivace pigment začal 

slábnout a mírně degradovat. 

Při pH 8,2 byly misky v průběhu pokusu kontaminovány, tudíţ nebyly v pozdějších fázích 

hodnoceny. Při prvním hodnocení, po 3 dnech kultivace, však vykazovaly bohatou produk-

ci pigmentu, srovnatelnou či lepší neţ u pH 7,2. 

Při pH 9,2 po 3 dnech kultivace se pigment rozšířil téměř na 75 % misky a byl silně sytě 

zabarven. Po 5 dnech kultivace byl pigment rozšířen na celou misku a po 7 dnech začal 

pigment degradovat. 

Při pH 10,2 po 3 dnech kultivace se pigment slabě rozšířil na polovinu misky. Po 5 dnech 

kultivace nedocházelo k modrému zbarvení pigmentu. Po 7 dnech pigment zeţloutl. 
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Celkově lze tento pokus uzavřít tak, ţe kultura je schopna produkce pigmentu v neutrální a 

překvapivě i v alkalické oblasti pH (kde i velmi dobře roste). Při hodnotách pH v alkalické 

oblasti je však nutné počítat s rychlejší degradací pigmentu - zřejmě vlivem alkalické  

hydrolýzy. 
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ZÁVĚR 

Cílem bakalářské práce bylo ověření tvorby modrého pigmentu kulturou Micrococcus lylae 

CCM 4431 v závislosti na různých faktorech. Pigment byl pracovně nazván lyleinem. 

Cílem prvního pokusu bylo zjištění charakteru pigmentu při růstu kultury na agarovém a 

v tekutém médiu. Na základě získaných výsledků lze tvrdit, ţe: 

 v tekutém médiu nebyla zaznamenána produkce modrého pigmentu, neboť  

vytvořený pigment byl pravděpodobně buňkami přeměňován na nebarevný  

produkt, 

 na pevném médiu byla zaznamenána výrazná produkce modrého pigmentu, 

 roztok s obsahem pigmentu bylo moţné získat kultivací kultury na pevných TYA 

agarech s glukosou (s vykrojenými středy) a s nepipetovanou destilovanou vodou 

obsahující glukosu. 

Cílem druhého pokusu bylo zjištění vlivu glukosy, sacharosy a glycerolu na produkci  

pigmentu. Na základě získaných výsledků lze tvrdit, ţe: 

 na TYA agaru a na TYA agaru s glycerolem se neprojevila ţádná tvorba pigmentu, 

 na TYA agaru se sacharosou se projevila tvorba pigmentu v menší míře a na TYA  

agaru s glukosou byl pigment masivně vytvářen. 

Cílem třetího pokusu bylo zjistit produkci lyleinu v průběhu kultivace. Na základě  

výsledků lze tvrdit, ţe: 

 nejvýraznější produkce pigmentu bylo dosaţeno od třetího do pátého dne kultivace, 

poté hodnoty začaly mírně klesat, 

 maximální hodnoty absorbance získaných roztoků byly téměř identické - jak při  

vlnové délce 601 nm, tak 605 nm. 

Cílem čtvrtého pokusu bylo ověření kultivačních teplot pro produkci lyleinu. Na základě 

výsledků lze tvrdit, ţe: 

 produkce pigmentu při 37 °C nebyla pozorována po celou dobu pokusu, 

 nejvyšší míra produkce pigmentu byla pozorována při kultivační teplotě 30 °C. 

Cílem pátého pokusu bylo ověření linearity při spektrofotometrickém stanovení pigmentu a 

na základě výsledků lze tvrdit, ţe: 
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 závislost absorbance na koncentraci je téměř lineární při hodnotách absorbancí do 

0,6. 

Cílem šestého pokusu bylo ověření moţnosti zjednodušené přípravy ţivného agaru a z  

pokusů vyplynulo, ţe: 

 vyšší produkce pigmentu nastává u klasického způsobu přípravy ţivného agaru,  

tedy s přídavkem glukosy aţ po sterilizaci TYA agaru. 

Cílem sedmého pokusu bylo ověření tvorby lyleinu při kultivaci na minerálních a  

obohacených mediích. Z výsledků vyplývá, ţe: 

 na minerálním médiu s glukosou a s glukosou a vitamíny nebyla ţádná 

produkce pigmentu zaznamenána po 3, 5 ani 7 dnech, 

 bohatou tvorbou pigmentu se projevil standardní TYA agar s glukosou, 

 nejvyšší produkce pigmentu se u minerálních agarů projevila na minerálním agaru 

s glukosou, tryptonem a vitamíny a současně bylo prokázáno, ţe trypton má  

zásadní význam pro tvorbu lyleinu. 

Cílem osmého pokusu bylo ověření růstu kultury a tvorby lyleinu při kultivaci na TYA 

agarech s glukosou v závislosti na pH. Z výsledků vyplývá, ţe: 

 na miskách s TYA agarem s glukosou při pH 5,2 a 6,2 nebyla pozorována ţádná 

tvorba pigmentu po celou dobu pokusu a jen nepatrný růst kultury, 

 nejvyšší produkce pigmentu byla na miskách při pH 7,2 a 9,2 (misky s pH 8,2 byly 

kontaminovány), a krátkodobě i při pH 10,2; v alkalické oblasti pH však pigment 

po delší době kultivace degradoval. 
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SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK 

ATP  Adenosintrifosfát 

CCM  Česká sbírka mikroorganismů 

CFU  Kolonie tvořící jednotky 

FDA  Úřad pro potraviny a léčiva 

MA Minerální agar 

MEM Vitamíny – definovaná směs pro tkáňové kultury 

MW Mikrovlny 

TYA Tryptonyeastextract agar 

TG TYA agar s glukosou 
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