Jméno: Hana MIcochova Skupina: Str 15-17
Obor: Molekulani biologie a genetika Pocet stan: 4
Strana: 1

11 Vitdlni test - Pozorovani Zivych a mrtvych bunék kvasinek

Uvod:
VitdIni test md v praxi znacny vyznam pri kontrole mlkr'oorgamsmu behem
technologického  procesu. Sledujeme jejich > ~ .
odpovéd (zménu poctu) na pridavek Ci dbytek
raznych ldtek &i na fyzikdini proces. Buriky pouZité
ve cviCeni patrfi mezi eukaryontni kvasinkové
organismy.

RozliSeni mrivych bunék:
> neprimé - kultivacni test - pocitdme CFU
plotnovou metodou, zdlouhavé, ale presné
> primé - test vitality (okamZity stav populace)

Test je zaloZen na propustnosti membrdny mrtvych bunék: cytoplazmatickd
membrdna u mrtvych bunék neni semipermeabilni, barvivo se dostdvd dovnitt.
Zivé bufiky barvivo nepropusti nebo jej odbouraji. K barveni se vyuzivd
netoxickych barviv. Roztok methylenové modri je zredény a pufrovany
fosfatem, pH = 4,6.

Podet bunék stanovujeme napfF. v B. komirce, coZ je sklenénd desti¢ka podloZniho skla s poéitaci
mrizkou. Prostor mezi podloZnim a krycim skli¢kem md u rdiznych komiirek riznou hloubku (napf. 0,1mm) a je
na koméirce vidy vyznaéen. Plocha &tverecku je 0,0025 mm?. Pri hloubce komfirky O,lmm je objem nad
kazdym &tverekem 0,00025 mm?, &ili 1:4000 mm?,

Material:
- Erlenmeyerova barika
- Zkumavky
- Pipety, kapdtko
- Kryci a podlozni sklicko
- Sterilni destilovand voda
- Vodni lazen, teplomér
- Zasobni kvasinkova kultura
- Mikroskop
- Biirkerova komirka
- Methylenovd modr
- Filtraéni papir
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Pripravime si suspenzi kvasinkovych bunék z pekarského drozdi: 0.5 ml
zdsobni kultury kvasinek napipetujeme do 5 ml sterilni destilované vody

v Erlenmeyerové barice

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

Prvni zkumavka se bude zpracovdvat jako startovni vzorek pro zjisténi
poctu Zivych bunék pri pokojové teploté pri zaédtku pokusu

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

Druhd zkumavka je vytaZena po 5 minutdch

Zchladime studenou vodou

Treti po 10ti a posledni po 15ti minutdch

Stanovime pocet zivych a mrvych bunék v jednotlivych zkumavkdch a to
tak, Ze do prohlubné Birkerovy komirky naneseme kapku suspenze a
zakryjeme krycim sklem. K okraji kryciho sklicka prikdpneme
methylenovou modri, na opacné strané ji odsajeme filtraénim papirem, az
je cely prepardt zbarven modre.

P 2 az 5ti minutdch se buriky usadi a mrtvé jsou obarveny modre
Pozorujeme pod mikroskopem pri vhodném zvétseni max. 40x10

Politdme Zivé nezbarvené buriky a mrtvé namodralé buriky v deseti
Ctverelcich

Buriky leZici na levé a spodni strané do potu zahrnujeme, na pravé a horni
strané ne

Postup opakujeme pro suspenze kvasinek v jednotlivyvh ¢asovych
intervalech pro kazdou zkumavku

Zjistime tak narlstajici polet mrtvych nabarvenych bunék

Poget bunék musime stanovit pro 1 mm® a z toho ndsledné pro 1 ml!l
Stanovime koncentraci bunék v Erlenmeyerové barice a sestrojime graf
zdvislost prezivajicich kvasinkovych bunék na délce doby vystaveni zvysené
teploté

Nakres:

¢tverecek Biirknerovy komirky, rozdéleny na daldi, s jednotlivymi ddayji

dopoétu do Imm:

Plocha 1/25 mm® — objem je tedy 1/250 mm’!!

/
< 1| 1100mm’
1/400 mm?




Vyhodnoceni:

1) Tabulka
O minut 5 minut 10 minut 15 minut
* -I- * -'- * -l- * -'-
1 160 20 86 7 68 33 33 26
2 107 9 69 1 81 22 24 23
3 117 10 107 10 58 25 35 14
4 112 21 126 13 49 14 39 25
5 120 18 114 12 44 21 46 34
6 136 1 83 17 57 16 28 31
7 164 16 105 18 38 23 20 32
8 175 18 137 20 49 23 20 33
9 160 18 97 8 64 27 25 39
10 135 15 118 19 32 22 19 32
Celkovy 1386 156 1042 135 540 226 289 289
soucet

Procenta 899% 10,1% 885% 115% 705% 295% 50% 50%

Souhrn:
Cas | Polet Zivych b. | Polet mrtvych | Celkovy Procento Procento
(min) | V 10ti ¢tvercich b. pocet b. | preZivajicich mrtvych
V 10ti v 10ti bunék bunék
Ctvercich Ctvercich
0 1386 156 1542 89,9% 10,1%
5 1042 135 1177 88,5% 11,5%
10 540 226 766 70,5% 295%
15 289 289 578 50% 50%




% Zivych kvasinek

2) Vypocet celkového poctu bunék v 1 ml:

N v 1 ml: souCet bunék zivych a mrtvych / 10 x 250 x 1000

0 minut 5 minut 10 minut 15 minut
N (celkovy 38 550 000 29 425 000 19 150 000 14 450 000

polet bunék v 1
ml)

3) Vitdlni test
Graf zdvislosti poctu prezZivajicich (¢i naopak mrivych) kvasinkovych bunék na
dobé jejich vystaveni zvysené teploté
- osa y: ¢as (minuty)
- 0sa x: 7% prezivajicich (mrtvych) bunék
- pro kazdé Cislo N v kazdém Case je potreba secist pocty Zivych (nebo
mrtvych) bunék - kolik tvori % z celkového poctu
- vypoCitame tak pro vSechny ¢asové intervaly.

6raf: zdvislosti poctu prezivajicich (mrtvych) kvasinkovych bunék na dobé
jejich vystaveni zvysené teploté (60°C, intervaly O, 5, 10 a 15 minut):

g
100,00%
90,00% M m  50,00% O
80,00% 2
70,00% @ 40,00%
60,00% pe
50,00% f_?’ 30,00%
40,00% £
30,00% = 20,00%
20,00%
10,00% 10,00% M u
0,00%
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0,00%
cas [min] 0 2 4 6 8 10 12 14 16
¢as (min)
Zaver:

Dochdzelo k plynulému tibytku bungk. Zivé a mrtvé bufiky byly dobre
rozeznatelné diky jejich schopnosti prijimat barvivo.



