Uvod:

Priprava nativniho preparatu
Pozorovani zivych a mrtvych bunék kvasinek
Vitalni test

stru¢né z teorie

Material:

Erlenmeyerova banka
Zkumavky

Pipety, kapatko

Kryci a podlozni sklicko
Sterilni destilovana voda
Vodni lazen, teplomér
Zasobni kvasinkova kultura
Mikroskop

Biirkerova komurka
Methylenova modi
Filtra¢ni papir

Postup:

>
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Ptipravime si suspenzi kvasinkovych bun¢k z pekatského drozdi: 0.5 ml zasobni
kultury kvasinek napipetujeme do 5 ml sterilni destilované vody v Erlenmeyeroveé
barice

Z ni pipetujeme po 1 ml suspenze do kazdé ze 4 zkumavek

Prvni zkumavka se bude zpracovavat jako startovni vzorek pro zjisténi poctu Zivych
buné¢k pti pokojové teploté pii zacatku pokusu

Ostatni zkumavky umistime do horké vodni ldzné (60°C)

Druha zkumavka je vytazena po 5 minutach

Zchladime studenou vodou

Tteti po 10ti a posledni po 15ti minutach

Stanovime pocet Zivych a mrtvych bunék v jednotlivych zkumavkach a to tak, ze do
prohlubné Biirkerovy komtrky naneseme kapku suspenze a zakryjeme krycim sklem.
K okraji kryciho skli¢ka ptikapneme methylenovou modf, na opacné strané ji
odsajeme filtraénim papirem, az je cely preparat zbarven modre.

P 2 a7z 5ti minutach se bunky usadi a mrtvé jsou obarveny modie

Pozorujeme pod mikroskopem pti vhodném zvétSeni max 40x10

Pocitame zivé nezbarvené buniky a mrtvé namodralé bunky v deseti ¢tvereceich
Bunky lezici na levé a spodni stran¢ do po¢tu zahrnujeme, na pravé a horni strané ne
Postup opakujeme pro suspenze kvasinek v jednotlivyvh ¢asovych intervalech pro
kazdou zkumavku

Zjistime tak narustajici poc¢et mrtvych nabarvenych bunék

Podet bunék musime stanovit pro 1 mm” a z toho nasledné pro 1 ml!!

Stanovime koncentraci bun¢k v Erlenmeyerové batice a sestrojime graf zavislost
prezivajicich kvasinkovych bun¢k na délce doby vystaveni zvySené teploté




Nakres:

ctvereCek Biirknerovy komurky, rozdéleny na dalsi, s jednotlivymi tdaji dopoc¢tu do Imm:

Plocha 1/25 mm” — objem je tedy 1/250 mm’!!
//
| 4_/1/ 100 mm?
1/400 mm®
Vyhodnoceni:
1) Tabulka
Cas (min) | Podet Zivych b. | Pofet mrtvych b. | Celkovy poéet b. Procento prezivajicich
V 10ti ¢tvercich | V 10ti ¢tvercich v 10ti ¢tvercich bunék
0
5
10
15

2) Vypocet celkového poctu bunck v 1 ml:

- vychazime z I mm’® , (ktery pak vynasobime 1000 pro 1 ml)

- k1 mm’ se dopracujeme ze souétu viech bundk (Zivych i mrtvych) z 10-ti po¢itanych
ctverecku (pro dostatecny prameér) a vydéleno zpatky poctem 10ti ¢tvereckt. Toto
¢islo N (v ¢ase nula je to Ny) nasledné nasobime 250ti (abychom se dostali k objemu
nad ¢tvereCkem a prevedli tak mm?”na mm°) a nasledné nasobime 1000 (tak ziskame
Iml)

N v deseti tveredeich = soucet bun&k Zivych a mrtvych ve viech &tvercich
Pocita se deset ¢tvereckll, aby byla dostate¢na hodnota pro primérny pocet bunék ve
¢tvereCku jednom...

Z toho N v 1 mm’ = soudet bun&k Zivych a mrtvych / 10 x 250)

(celkovy pocet z deseti Ctvereckli délime deseti a ndsobime objemem,; to plati, pokud
pocitame z velké plosky; z nejmensi by se nasobilo 4000; v nasobeni je tedy jiz zahrnuta
hloubka 0,1 mm)

N v 1 ml: soucet bun&k Zivych a mrtvych / 10/ x 250/ x [1000)

My jsme do zkumavky ockovali Iml, nenasobime tedy Zadnym dal§im
fedénim. Kdybychom do 5ml vody pipetovali 0,1 ml bunék z Erlenky,
nasobili bychom jesté 10ti.




3) Vitalni test
Graf zavislosti poctu prezivajicich (¢i naopak mrtvych) kvasinkovych bun¢k na dobé
jejich vystaveni zvysené teploté
- osa y: ¢as (minuty)
- osa x: % prezivajicich (mrtvych) bunék
- pro kazdé ¢islo N v kazdém cCase je potieba secist pocty zivych (nebo mrtvych)
bunék — kolik tvoii % z celkového poctu
- vypocitame tak pro vSechny ¢asové intervaly.

Pr: Graf nelinearni zavislosti (Vy tvofite v excelu) poctu prezivajicich kvasinkovych
bunék na dobé¢ jejich vystaveni zvySené teploté (60°C, intervaly 0, 5, 10 a 15 minut):

% Zivych
100

5 10 15 ¢as(min)

Pr: Graf zavislosti (Vy tvofite v excelu) poctu mrtvych kvasinkovych bun¢k na dobé
jejich vystaveni zvysené teploté (60°C, intervaly 0, 5, 10 a 15 minut):

% mrtvych bun¢k ®
@
@
5 10 15 c¢as(min)

Zavér:
Dochazelo k ubytku bunék? Byl plynuly? Byly dobfe rozeznatelné mrtvé a zivé buiky?



Teoreticka ¢ast:

Pro¢ urcovat % piezivajicich bun¢k? Vitalni test mé v praxi znaény vyznam pfi
kontrole mikroorganismti béhem technologického procesu. Sledujeme jejich odpoveéd’ (zménu
poctu) na pridavek ¢i ubytek riznych latek ¢i na fyzikalni proces. Builky pouzité ve cviceni
patfi mezi eukaryontni kvasinkové organismy.

Kvasinky:

na agaru tvori vétsi kolonie nez
jsou kolonie bakteridlni,
Gramovym barvenim se barvi
také, a to G+.

RozliSeni mrtvych bunék:
1) nepfimé - kultivaéni test — pocitdime CFU plotnovou metodou, zdlouhavé, ale presné
2) ptimé — test vitality, umoznujici zjistit okamZity stav populace

Z vysledkt testu vitality 1ze okamzité rozhodovat o zasazeni do technologického procesu
béhem kultivace bunék. Test je zalozen na propustnosti membrany mrtvych bunék:
cytoplazmatickd membrana u mrtvych bunék neni semipermeabilni, barvivo se dostava
dovniti. Zivé buiiky barvivo nepropusti nebo jej odbouraji. K barveni se vyuziva netoxickych
barviv. Roztok methylenové modii je ziedény a pufrovany fostatem, pH = 4,6.

Pocet bun¢k stanovujeme napt. v B. komiirce, coz je sklenénd desticka podlozniho skla
s pocitaci miizkou. Prostor mezi podloznim a krycim sklickem ma u rznych komirek riiznou
hloubku (napf. 0,1mm) a je na komirce vzdy vyznacen. Plocha &tverecku je 0,0025 mm?®. P
hloubce komirky 0,1mm je objem nad kazdym &tveretkem 0,00025 mm’, &ili 1:4000 mm”.




