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Uloha 12/A, B
Uloha 12/A: Miroskopicky obraz bakterii, kvasinek a plisni.
Uloha 12/B: Titra¢ni a aktivni kyselost bakterialni kultury

BAKTERALNI ZAKYSOVE KULTURY

e Typ bakterialni kultury (Erlenmayerova barnka, priblizné 100 ml)
Smetanova kultura (polovina studentt).
Jogurtova kultura (polovina studentt).

¢ Vybrana zikysova kultura (kazdy student)

Titracni kyselost.

Aktivni kyselost, pH metr.

Mikroskopické morfologické pozorovani bakteriadlnich bunék (tepelna fixace, Gramovo
barveni, imersni objektiv: zvétseni 100x, celkové zvétseni: 1000x nebo 1500x dle pouzitého
okularu).

KVASINKOVE ZAKYSOVE KULTURY

e Typ kvasinkové kultury (zkumavka se Sikmym agarem)
Kluyveromyces sp. (polovina studentt).
Candida sp. (polovina studenti).

¢ VVybran4 kvasinkova kultura (kazdy student)

Makroskopické morfologické pozorovani kvasinkevych bunék na agaru GKCH.
Mikroskopické morfologické pozorovani kvasinkovych bunék (tepelna fixace, barveni
methylenovou modii, suché objektivy, celkové zvétSeni: 100x/150x nebo 400x/600x nebo
600x/900Xx).

PLISNOVE ZAKYSOVE KULTURY

e Typ plisnové kultury (zkumavka se Sikmym agarem)
Penicillium roqueforti (polovina student).

Penicillium camemberti (polovina studentt).

e Vybrana plisiova kultura (kazdy student)



http://tresen.vscht.cz/tmt/ESO/LOTP/

Makroskopické morfologické pozorovani plisni na agaru GKCH.

Mikroskopické morfologicke pozorovani plisni (nativni preparat v laktofenolu, podlozni
a kryci sklicka, suché objektivy, celkové zvétseni: 100x/150x nebo 400x/600x nebo
600x/900Xx).

e Zakladni charakteristika smetanove zakysové kultury

Mezofilni smetanovd zdkysovad kultura se v mlékarenském pramyslu pouziva jako
zédkladni kultura. Tato kultura obsahuje homofermentativni laktokoky a aromatvorné
leukonostoky:

- Lactococcus lactis subsp. lactis

- Lactococcus lactis subsp. cremoris

- Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis
- Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris

- Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum.

Aromatvorné koky vyuzivaji citrat za vzniku oxidu uhli¢itého a ruznych aromatickych
sloucenin (napf. acetaldehyd, diacetyl, acetoin, 2, 3 - butandiol). Kultiva¢ni podminky: teplota
20 - 30 °C, doba 16 - 18 h, inokulum 1% (obj.). Titra¢ni Kkyselost:
36 - 42 [2,5 mmol H*.I""], aktivni kyselost: 4,2 az 4,7.

e Zakladni charakteristika jogurtové zakysové kultury

Tato kultura obsahuje dvé termofilni bakterie Streptococcus thermophilus
a Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus zijici v symbidze (protosymbioticka smes).
Streptococcus thermophilus produkuje kyselinu mravenci, ¢imz se snizi oxida¢né-reduk¢ni
potencidl, ke kterému je Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus citlivy. Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus diky zvySené proteolytické aktivité tvoii esenciélni
aminokyseliny (napt. valin, leucin, histidin, methionin, tryptofan, isoleucin a kyselinu
glutamovou). Kultivaéni podminky: teplota 42 az 45 °C, doba 3,5 — 4,0 h, inokulum 1 — 2 %
(obj.). Titracni kyselost: 40 - 50 [2,5 mmol H*.I""], aktivni kyselost: 4,0 - 4,5.
e Stanoveni titrac¢ni kyselosti mléka a mlékarenskych vyrobkii

K 50 ml testovaného vzorku (napt. 50 ml mléka nebo 25 ml fermentované zakysoveé
kultury) se do titracni banky/valce se ptidaji 2 ml roztoku fenolftaleinu v ethanolu (2% obj.
roztok). Titrace vzorku probiha za pomoci 0,25 mol.I" roztoku NaOH do svétle riizového
zbarveni, které vydrzi 30 s, dle referen¢niho roztoku pro barvu. Referen¢ni roztok se ptipravi
smichanim 50 ml mléka s 1 ml CoSO4 (5% obj. roztok).

o Titracni kyselost (TK) muZe byt vyjadiena nékolika zpusoby:
a) jako ‘SH’ (dle Soxhlet-Henkela), coz ptedstavuje pocet mililitrt odmérného roztoku
NaOH (c = 0,25 mol.I™") (hodnota ,,a* v rovnici 1) pottebnych pro titraci 100 ml vzorku:

TK dle Soxhlet-Henkela =a . 2| (Rovnice 1)

b) jako ‘latkovy obsah kyselin’ v [mmol.I™]:

TK =(a.c.1000)/ m (Rovnice 2)

kde je :

a... spotieba odmérného roztoku ¢ (NaOH) = 0,25 mol.I™ pfi titraci 50 ml vzorku [ml]
c... koncentrace standardniho roztoku NaOH pouZitého k titraci [mol.I"*] (zde 0,25)
m... mnozstvi vzorku pouzitého k titraci [ml].

¢) jako ‘eramy kyseliny mlééné‘:




1 SH = 0,0225 g kyseliny mlééné (Rovnice 3)

Stanoveni titra¢ni kyselosti zakysové kultury je v podstaté podobné stanoveni titra¢ni
kyselosti mléka. Ve srovnani s mlékem, vzorek kultury je navazovan (25 g) s piesnosti
na 0,1 g. Vysledky mohou byt vyjadieny dle "SH" nebo jako ,,latkovy obsah kyselin".

Charakteristika kvasinkové kultury Kluyveromyces marxianus var. lactis

¢ Morfologie bunék

Kvasinky jsou ovalné nebo kulaté, v praiméru 3,0 - 3,5 um, vyskytujici se casto
jednotlivé nebo v parech. Viditelné vakuoly jsou pfitomny v bunkéach pii delsi kultivaci
(viz Obr. 1).

¢ V/zhled kolonii

Na sladovém agaru jsou kolonie kvasinek homogenni, lesklé, smetanové bilé,
bez barevnych vad. V tekutinach vytvofit sediment a prstenec, na povrchu obvykle tenkou
kozku.

Obr. 1. Mikroskopie morfologie bun¢k kvasinky Kluyveromyces marxianus var. lactis
pozorovanych optickym mikroskopem pii celkové zvétseni 600x.

¢ Ockovani a kultivace

Kvasinky se o¢kuji na povrch sikmého agaru GKCH s pouzitim oc¢kovaci kli¢ky a jsou
kultivovany pii pokojové teploté, po dobu 2 - 4 (3) dnu, aerobné. Po kultivaci se pozoruji
makroskopické morfologické vlastnosti kvasinek (napi. vzhled a barva kolonii na agaru)
a rychlost rstu kvasinek. Mikroskopické preparaty jsou barveny methylenovou modii.

Charakteristika plistiové kultury Penicillium roqueforti

¢ Morfologie bunék

Plisn¢ tvoii konidiofory o délce asi 100 az 150 um, o praiméru 4 — 6 um. Konidiofory
jsou rozvétvené a asymetrické. Metuly maji velikost 12 - 15 x 3,0 - 4,5 um. Fialidy maji
velikost 8 - 12 x 3,0 - 3,5 um. Konidie jsou kulaté, hladkého povrchu, tmavé zelené, nebo
podlouhlé o velikosti 3,5 az 5,0 um (viz Obr. 2).

e VVzhled kolonii

Kolonie na Czapek - Doxové agaru maji sametovy vzhled, jejich povrch je hladky,
jsou modro-zelené nebo hraskové zelené barvy, s jasné bilymi, nerovnymi, paprskovitymi
okraji. Vétsina kmend nevykazuje gutaci (tzn. Ze vylucCuje piebytecnou vodu ve formé
pruhlednych kapek). Starsi kolonie tvofi na spodni ¢asti tmavy pigment (viz Obr. 3a).
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Obr. 2. Mikroskopie morfologie plisn¢ Penicillium roqueforti; detail rozvétveného
konidioforu.

Charakteristika plistiové kultury Penicillium camemberti

¢ Morfologie bunék

Plisen tvofi konidiofory o rtiznych délkach. U konidiofori vyrostlych ze substratu,
jsou jejich velikosti 250 az 600 x 2,5 - 3,5 um. U konidiofort vyrostlych ze vzdusnych hyf je
jejich délka 40 az 200 um. Vétve dosahuji velikosti 12 - 18 x 2,2 - 3,4 um. Metuly jsou
seskupeny po 2 - 3 ve skuping a jejich velikosti jsou 9 - 14 x 2,2 - 3,2 pum. Fialidy jsou
seskupeny po 2 - 5 ve skupiné a jejich velikosti jsou 9 - 14 x 2,2 - 2,8 um. Konidie jsou
eliptické, pozdé&ji kulovitého tvaru a jejich velikosti jsou 3,5 - 5,0 x 3,0 - 4,5 um.

¢ VVzhled kolonii
Kolonie plisné jsou na Czapkové-Doxoveé agaru fidké, vlockovité, ptipominajici vatu.
Jsou bilé (viz Obr. 3b), pozdéji Sedozelené, voni po houbéach.

Obr. 3. Kolonie Penicillium sp. na Czapkové-Doxové agaru: a) Penicillium roqueforti,
b) Penicillium camemberti.

Kolonie se ockuji na povrch agaru GKCH (zkumavka s Sikmym agarem) za pomoci
o¢kovaci klicky a na povrch agaru GKCH (vpichnutim do stfedu Petriho misky) za pomoci
ockovaci jehly. Kultivace plisni probiha pti pokojové teploté po dobu 5 - 7 dnt za denniho
svétla, které podporuje sporulaci a vznik kolonii typického zbarveni. Po kultivaci jsou
na agaru pozorovany morfologické vlastnosti kolonii (napt. vzhled a barva kolonii na agaru)
a jejich velikost. Mikroskopické preparty plisni se pfipravuji s laktofenolem.




Uloha 12/C, D
Uloha 12/C: Vliv inhibitort na rist bakterialni kultury
Demonstraéni prezentace Ulohy za pomoci pedagoga.

Princip metody

Odhad minimalni inhibi¢ni koncentrace nisinu (MICyisiny) Se provadi za pomoci
agarové difuzni biozkouSky. Mé&fi se inhibi¢ni zony rustu (v mm) testovaciho kmene
Lactobacillus helveticus CH-1. Piedinkubace testovaciho kmene probiha na agaru MRS
pii 4 °C po dobu 6 h (v chladni¢ce) a vlastni inkubace na agaru MRS pii 42 °C po dobu 20 h
(v termostatu). Kalibra¢ni kiivka nisinu se piipravi z komeréniho nisinového standardu
Nisaplinu® (Danisco, DK).

Stanoveni produkce nisinu u kmenu Lactococcus lactis

Stanoveni produkce nisinu za pomoci agarové diflzni biozkouSky je zalozeno
na inhibici rustu vybraného testovaciho grampozitivnino mikroorganismu nisinem,
produkovaného nékterymi kmeny Lactococcus lactis, s finalnim méfenim inhibi¢nich zén
rustu.

Chemikalie a roztoky

Sterilni Fedici roztok pro Nisaplin®: 0,2 mol.I* HCI s 0,75 % (hm.) NaCl (napf. p¥iprava
500 ml roztoku: 764 ul 36% HCI se doplni destilovanou vodou, ke které se ptida 3,78 g NacCl,
a smeés se doplni destilovanou vodou na kone¢ny objem 500 ml).

Zasobni roztok Nisaplinu® (10 000 1U nisinu.ml™ = 250 mg nisinu.I*) pro kalibra&ni
kiivku Nisaplinu® navazit 0,1 g Nisaplinu® a ptidat 10 ml sterilniho fediciho roztoku
pro Nisaplin® (z&sobni roztok Nisaplinu® by mé&l byt uchovavan pfi teploté 2 - 8 ° C
maximaln¢ po dobu 1 mésice).

Seznam pouzitych kmenii

Testovaci kmen Lactobacillus helveticus CH-1

Ptvod: Christian Hansen Laboratories A/S, Kodan, DK.

Specialni vlastnosti: citlivost k nisinu, pouziti jako testovaci kmen pro modifikovanou
agarovou difuzni biozkousku pro stanoveni produkce nisinu (Dodd et al, 1992, 1996.).

Laktokoky produkujici nisin

Lactococcus lactis subsp. lactis NIZO R5
Lactococcus lactis subsp. lactis NCDO 2054
Lactococcus lactis FI 5876

Lactococcus lactis subsp. lactis LCC 731
Lactococcus lactis subsp. lactis LTM 32

Kalibracni kfivka nisinu

Kalibraéni roztoky se pfipravuji fedénim zasobniho roztoku Nisaplinu®
(10 000 IU nisinu.mI™ = 250 mg nisinu.I™). Napiiklad, roztok o koncentraci 25 mg nisinu.I™*
se pripravi smichanim 1 ml zasobniho roztoku Nisaplinu® s 9 ml sterilniho fediciho roztoku
pro Nisaplin®. Napfiklad, roztok o koncentraci 12,5 mg nisinu.I™ se pfipravi smichanim
0,5 ml zasobniho roztoku Nisaplinu® s 9,5 ml sterilniho fediciho roztoku pro Nisaplin®.
Dalsi roztoky pro kalibraéni kiivku se piipravi desitkovym fedénim ptedchozich roztoki.



Suspenze bun¢k (1 ml) testovaciho kmene Lbc. helveticus CH-1 narostlého v bujonu
MRS se fedi na absorbanci Ags = 0,35. Na Petriho misce se suspenze bunék (1 ml) pievrstvi
soft agarem MRS (20 ml). Otvory v agaru se vytvofi za pouziti sterilniho korkovrtu (o
pruméru 9.0 mm). Do vytvofenych otvori se pipetuje (50 ml) dana koncentrace
(50, 100, 500 a 1000 1U nisinu.ml™) standardniho roztoku Nisaplinu®. Petriho misky se
podrobi piedinkubaci pii 4 °C po dobu 6 h (v chladniéce) a vlastni inkubaci pti 42 °C
po dobu 20 h (v termostatu). Po kultivaci se provede méfeni mezikruZzi inhibi¢nich z0n ristu
testovaciho kmene Lbc. helveticus CH-1. Kalibraéni primka Nisaplinu® (kter4 je predstavuje
zavislost sitky mezikruzi inhibi¢ni zény rustu testovaciho kmene na log koncentrace
produkovaného nisinu) a vypo¢tena rovnice ptimky (viz Obr. 4):

y =A+ Bx (Rovnice 4)
Kde je

Voeeannn [(pramér inhibiéni z6ny — pramér otvoru korkovrtu)/2]% [mm?],

) QR sledovana (vypo¢itavana) koncentrace nisinu [IU nisinu.ml™ resp. mg nisinu.l™],

A, B ..... ¢iselné konstanty ziskané po sestrojeni rovnice piimky [1] (viz Obr. 4).

Kalibrace-Danisco y=27103x - 25977
R?=09983
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Obr. 4. Agarova difazni biozkouska: a) kalibraéni piimka Nisaplinu®: pozice
100, 500 a 1000 IU nisinu.ml™, b) rovnice kalibra¢ni piimky Nisaplinu®

Stanoveni produkce nisinu

Suspenze bunék (1 ml) testovaciho kmene Lbc. helveticus CH-1 narostlého v bujonu
MRS se fedi na absorbanci Agis = 0,35. Na Petriho misce se suspenze bunék (1 ml) prevrstvi
soft agarem MRS (20 ml). Otvory v agaru se vytvoifi za pouziti sterilniho korkovrtu
(o priméru 9.0 mm). Do vytvofenych otvorti se pipetuji supernatanty (50 ml) ziskané
z kment Lactococcus lactis.

Supernatant (1 ml), ziskany ze suspenze kmene Lactococcus lactis (kultivovaného
v bujonu GM17 nebo LML, pii teploté 30 © C po dobu 16 h, acrobné), se nasledné okyseli
(35 ul) HCI (tfedéna 1:1) na vysledné pH smési mezi 2 a 3. Smés se povaii (98 ° C, 5 min)
a nasledn¢ se odstiedi (21030 g, 5 min, 4 °C).

Petriho misky se podrobi ptedinkubaci pii 4 °C po dobu 6 h (v chladniéce) a vlastni
inkubaci pii 30 °C po dobu 20 h (v termostatu). Po kultivaci se provede méfeni mezikruzi
inhibi¢nich z6n rustu. Koncentrace nisinu produkovana kmeny Lactococcus lactis se vypog¢ita
Z kalibra¢ni ptimky pro Nisaplin®.




Uloha/D: Stanoveni enzymové aktivity vybrané plisiiové kultury

e Typ plisiiové kultury (zkumavka se Sikmym agarem)
Penicillium roqueforti (polovina student).
Penicillium camemberti (polovina studenti).

e Princip metody

U testované plisné se za pomoci plotnové agarové metody provede stanoveni
proteolytickych zon. Stanoveni se uskute¢ni na Petriho misce s agarem PCA (plotnovy agar)
a odtuénénym mlékem . Do stfedu Petriho misky se sterilné naockuje kousek mycelia plisné.
Podminky kultivace plisné: 25 °C, 5 (7) dnli, aerobn¢, za pfitomnosti denniho svétla.
Kvalitativni pozorovani jasnych proteolytickych zén kolem kolonie plisné¢ s potvrzenim
pritomnosti proteolytickych enzymu.
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