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Uvod

Mikrobiologickd analyza potravin je nedilnou soucasti hodnoceni jakosti
a zdravotni nezavadnosti potravin. Pravé problematika bezpecnosti potravin se
v posledni dobé dostava stdle castéji do popiedi zajmu. Na druhou stranu
v pripadé fermentovanych potravin, pti nichZ se cilené vyuZivaji mikroorganizmy,
tzv. startérové kultury, je tfeba znat jejich tlohu pri vyrobé potravin a také jejich
Zivotaschopnost a dalsi technologicky vyznamné vlastnosti.

Laboratorni ulohy v predmétu Potravinarskd mikrobiologie navazuji na
prednasky, na kterych se studenti seznami s principy mikrobiologické analyzy
potravin, osvoji si znalosti o vyskytu mikroorganizml v potravinach, vztazich
mezi nimi a také o faktorech, které mohou ovliviiovat rast a mnozZeni
mikroorganizmi v potravinach.

Vlaboratornich cviCenich z Potravinarské mikrobiologie se studenti seznami
s obéma skupinami mikroorganizmfi, které se mohou v potravinach vyskytovat -
s technologicky Zadoucimi mikroorganizmy i s neZadoucimi mikroorganizmy
(potencialné patogennimi nebo potraviny znehodnocujicimi). Predkladané
laboratorni tlohy se vénuji anaerobnim ¢i mikroaerofilnim bakteriim, zptsobu
jejich stanoveni a zejména podminkam anaerobni kultivace. Vyskyt anaerobnich
sporulujicich mikroorganizma v potravindch muze zpusobit kazeni zejména
v konzervarenskych vyrobcich, avsak mohou také produkovat Zivotu nebezpecné
toxiny.



Potravinai'ska mikrobiologie - navody pro laboratorni cviceni 4

1 Prace s eukaryotickymi mikroorganizmy

V potravinach se mohou nachazet prokaryotické i eukaryotické mikroorganizmy.
Mezi prokaryotické mikroorganizmy radime bakterie, mezi eukaryotické
mikroskopické houby - kvasinky a mikroskopické vlaknité houby (plisné). I kdyz
jsou mnohé postupy prace s prokaryotickymi i eukaryotickymi mikroorganizmy
shodné, je moZné nalézt urcita specifika prace s eukaryotickymi mikroorganizmy.

1.1 Morfologické a cytologické znaky mikroskopickych hub

Pti kontrole Cistoty kultury, pti identifikaci mikroorganizmii nebo pfti posouzeni
fyziologického stavu mikroorganizmii v kulture zjiStujeme jejich morfologické
a cytologické znaky.

Makroskopické morfologické znaky jsou patrné okem
a ukazuji na zpisob rlstu mikroorganizmi v Zivnych ptidach. Mikroskopické
morfologické znaky miizeme pozorovat jen mikroskopem, popf. lupou.
Cytologické znaky, tj. vniti'ni strukturu jednotlivych bunék, miizeme pozorovat
jen mikroskopem a Casto si pomdhame specidlnimi dpravami pozorovaného
materidlu, napi. rlznymi typy fixace nebo barveni. Makroskopické
a mikroskopické znaky se hodnoti vZdy soucasné (Demnerova a kol., 2001;
Jandova a Kotouckova, 1996; Kopecka a Rotkova, 2017).

1.1.1 Makroskopické morfologické znaky mikroskopickych hub
Cile:

1. Popsat zakladni znaky kolonii mikroskopickych hub

2. Definovat rozdily mezi koloniemi kvasinek a mikroskopickych vlaknitych hub

Makroskopické morfologické znaky jsou Casto ovlivnény pouzitou kultivacni
ptidou, presto vsSak prinaseji dtlezité informace o povaze mikroorganizmu
a Cistoté kultury. V pripadé mikroskopickych hub mohou pomoci pfti identifikaci
rodii zejména u plisni produkujicich charakteristické barvivo. U mikroskopickych
hub hodnotime charakter ristu po kultivaci v tekuté ptdé, jednotlivych bunék na
agarové pudé, pripadné suspenze bunék nebo spor v jednom misté agarové pludy
(tzv. obrovské kolonie) (Demnerova a kol., 2001).

Pro sledovani morfologickych znakl kvasinek se pouziva Sabouraudiiv agar
nebo sladinovy agar (Malt extract agar), pro sledovani morfologickych znakt
plisni Czapek-Dox agar, pripadné sladinovy agar (Demnerova a kol., 2001;
Jandova a Kotouckova, 1996).
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1.1.1.1 Pouzité pomiicky a mikroorganizmy

Mikroorganizmy: Saccharomyces  cerevisiae, =~ Saccharomyces  pastorianus,
Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus, Rhodotorula
sp., Torulaspora delbrueckii, Candida sp., Debaryomyces
hansenii, Hanseniaspora uvarum, Zygosaccharomyces bailli,
Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Penicillium funiculosum,
Penicillium camemberti, Penicillium candidum, Penicillium
nalgiovense, Penicillium roqueforti, Geotrichum candidum,
Alternaria sp., Mucor sp., Rhizopus sp., Cladosporium sp., Monilia
sp., Trichothecium roseum, Trichoderma viride

Pomiicky: ockovaci Kklicka, ockovaci jehla, pipety, zkumavky se
Sabouraudovym a bujénem, Petriho misky se Sabouraudovym
agarem a Czapek-Dox agarem, fyziologicky roztok

1.1.1.2 Morfologie kolonii kvasinek
Pfi ockovani kvasinek je treba dodrZovat zasady aseptické prace. Kazdy student
zaocCkuje 2 kvasinky. Postup upraven podle Jandova a Kotouckova (1996).
1. Sabouraudtv bujén slabé zaockovat kulturou kvasinek - suspenzi kvasinek na
ockovaci kli¢ce rozetiit do bujonu.
2. Kapku kultury redéné fyziologickym roztokem ockovat do stfedu Petriho
misky se Sabouraudovym agarem.
3. Inkubovat v termostatu pri teploté 28 °C po dobu 3 dn.
Po uplynuti doby potiebné pro narist vyhodnotit morfologii kolonii.

Hodnoceni:

V protokolu do piehledné tabulky (tabulka 1) kazdy student uvede vyhodnoceni
morfologie kolonii 5 kvasinek - dvé, které ockoval, a dalsi 3 vyzadané od jinych
studentd. Nezapomenout uvést ¢islo (oznacenf) kultury.

Rl"{s,t v Velikost Barva | Tvar | Profil | Okraje | Povrch
bujénu (@ mm)

Kvasinka 1

Kvasinka 2

Kvasinka 3

Kvasinka 4

Kvasinka 5

Tabulka 1: Hodnoceni makroskopickych znaku kvasinek

Rist kultury v tekutém médiu - tvorba sedimentu, zakalu, prstence, kiisu.
Rist kultury na Sabouraudové agaru - velikost kolonii, morfologie (tvar, profil,
okraj - obr. 1), tvorba pigmentu, vzhled povrchu kolonii (hladky, drsny, sliznaty).
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Obrazek 1: Morfologie kolonii bakterii a kvasinek (upraveno podle ,Kultura mikroorganizmow*,
2019)

1.1.1.3 Morfologie kolonii mikroskopickych viaknitych hub

Pfi oCkovani mikroskopickych vlaknitych hub (plisni) je treba prisné dodrzovat
zasady aseptické prace, abychom zabranili rozsirovani spor plisni do okoli. Kazdy
student zaockuje 3 plisné. Postup upraven podle Demnerova a kol. (2001)
a Jandova a Kotouckova (1996).

1. Zasady aseptické prace s plisnémi:

e Zkumavky s plisnémi otevirat co nejkratsi dobu, pfed a po preneseni
inokula peclivé ozihat hrdlo i zatku.

e Pri manipulaci na Petriho miskdch otevirat co nejkratS$i dobu, vicko
nadzvednout jen nepatrné.

e KpreoCkovani mycelia z misky na misku pouzit sterilni ockovaci jehlu.
Suspenzi ockovat sterilni oCkovaci klickou nebo pipetou.

2. Kapku sporové suspenze fedéné fyziologickym roztokem ockovat do tii bodl
odpovidajicich vrcholiim rovnostranného trojuhelnika vzdalenych cca 3 cm
od kraje Petriho misky s Czapek-Dox agarem. KaZzdou misku ockovat
paralelné (2x).

Pozndmka: Kvili zabranéni rozptyleni spor na povrch zivné puidy se
doporucuje ockovat plotny zespodu (Petriho misku drzet dnem vzhiru).

3. Inkubovat paralelné v termostatu (v temnu) a na svétle pri teploté 25 °C po
dobu 2 - 5 dnl dnem vzhiru.

4. Po uplynuti doby potirebné pro nartist vyhodnotit morfologii kolonii.
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Hodnoceni:

V protokolu do piehledné tabulky (tabulka 2) kazdy student uvede vyhodnoceni
morfologie kolonii 5 plisni - tfi, které ockoval, a dal$i 2 vyZadané od jinych

studentli. Nezapomenout uvést ¢islo (oznaceni) kultury.

Rist kultury na Czapek-Dox agaru (obrovské kolonie, obr. 2) - kolonie je tvorena

povrchovym a substratovym mycelium, pricemz zastoupeni obou forem se mtize

liSit na riznych substratech. Hodnotit nasledujici znaky:

velikost kolonif, pripadné rychlost riistu (vyjadiuje se jako priimér kolonie
v mm za asovou jednotku),

charakter rlistu - volny, kompaktni, koZovity,

povrch nariistu - sametovy, mechovity, kratce nebo dlouze vlaknity,
svazkovity, provazcovity, chomackovity,

vysku a hustotu vzduSného mycelia,

pigmentaci vrchni a spodni strany Kkolonie, vylu¢ovani pigmentu
do prostredi,

piitomnost kapicek transpirované kapaliny (exudatu) na povrchu nartistu
a jejich zbarveni,

pach kultury.

V protokolu srovnat uvedené =znaky kolonii kultivovanych na svétle
a v termostatu.

Obrazek 2: Kolonie Penicillium chrysogenum tvorici exudat (,,Penicillium chrysogenum®, 2019)
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Velikost | pi ot | Povrch | Tvar | Barva | , T18MeNt | poudét | Pach
(9 mm) do prostiedi

Pliserni 1

Pliseri 2

Plisen 3

Pliseri 4

Pliseri 5

Tabulka 2: Hodnoceni makroskopickych znaki plisni

1.1.2 Mikroskopické a cytologické znaky mikroskopickych hub
Cile:

1. Popsat zadkladni morfologické struktury mikroskopickych hub
2. 0dlisit kvasinky od mikroskopickych vlaknitych hub

3. Seznamit se s pripravou sklickovych kultur

Pri sledovani mikroskopickych znakl kvasinek a plisni se pripravuji nativni,
barvené nebo polotrvalé preparaty (Jandova a Kotouckova, 1996).

Pii mikroskopovani kvasinek se zaméiujeme na morfologii bunék (tvar
a velikost), zptsob vegetativniho rozmnozovani (déleni, puceni, puceni na Siroké
zdkladné), ptritomnost pseudomycelia nebo pravého mycelia s blastosporami,
tvorbu askospor (ajejich tvar, pocet a usporadani ve viecku, tvar viecka), tvorbu
dalsich typl specializovanych bunék (balistospor, artrospor, chlamydospor,
teliospor, sporidii) nebo typ spajeni. Tyto znaky napomahaji pfi urCovani rodu
kvasinek (Demnerova a kol., 2001; Kockova-Kratochvilova, 1990).

Morfologické znaky plisni jsou dilezitym diagnostickym kritériem p¥i ur¢ovani
rodl a druhd. Kromé mikroskopu se Casto vyuziva i binokularni lupa, pomoci
které pozorujeme vétsi struktury. U plisni, podobné jako u kvasinek, sledujeme
napt. typ mycelia, morfologii bunék, pritomnost fruktifikacnich struktur
(konidiofor, sporangiofor, sporangia, kolumely, viecka, askospor, zygospor
a dalsich), zvlastnich utvart (stolont, rhizoidd, chlamydyospor, sklerocii,
sporodochii, pyknid a dalSich) nebo zplisob rozmnoZovani (Demnerova a kol.,,
2001; Jandova a Kotouckovd, 1996; Kockova-Kratochvilova, 1990).

1.1.2.1 PouZité pomiicky a mikroorganizmy
Mikroorganizmy: stejné jako v predchozi tloze (viz kapitola 1.1.1.1)

Pomiicky: mikroskop, binokuldrni lupa, Petriho misky s narostenymi
kulturami kvasinek a plisni na Sabouraudové a Czapek-Dox
agaru, preparacni jehla, pinzeta, odmasténa podlozni a kryci



Potravinai'ska mikrobiologie - navody pro laboratorni cviceni 9

skla, sterilni Petriho misky, se sklenénymi kulickami, sklenéna
tycinka, sterilni voda, sterilni fyziologicky roztok, Sabouraudiiv
agar, laktofenol, glycerol, kvasnice, plisiové syry, tempeh,
plesnivé potraviny

1.1.2.2 Nativni prepardt kvasinek

Nativni preparat kvasinek se pripravuje za i¢elem pozorovani skute¢ného tvaru
a struktury bunék. Preparat se nefixuje a nebarvi, tvar a struktura bunék tak
zUstavaji neporuseny. Pripravuje se ve vodé nebo fyziologickém roztoku
(Demnerova a kol., 2001, Kopecka a Rotkova, 2017).

Pii pripravé a pozorovani mikroskopického preparatu kvasinek je treba
dodrZovat zasady prace v mikrobiologické laboratofi a spravného
mikroskopovani. Kazdy student pripravi preparat Saccharomyces cerevisiae, dalsi
zvolené kvasinkové kultury a kvasnic.

Postup upraven podle Demnerova a kol. (2001), Jandova a Kotouckova (1996),
Kopecka a Rotkova (2017).

1. Ocisténé a odmasténé podlozni sklicko oznacit ¢islem kultury.

2. Na sklicko nanést kapku sterilni destilované vody nebo sterilniho
fyziologického roztoku.

3. Ockovaci klickou vnést do kapky malé mnoZstvi 24-48 hodinové kultury
a dtikladné resuspendovat.

Pozndmka: Ockovaci klicka musi byt vyZihana v plameni a ochlazena. Kultury
postacuje malé mnoZstvi, aby preparat nebyl ptili§ husty.

4. Kapku neroztirat, prekryt krycim sklickem tak, aby v preparatu nevznikly
vzduchové bubliny. Prebyte¢nou kapalinu odsat filtracnim papirem.
Pozndmka: Buriky z tekutého média lze pozorovat primo v médiu bez redéni.

5. Pozorovat pri zvétSeni 10x45 nebo 10x60 do 5 minut od piipravy preparatu
z diivodu jeho vysychani a zakreslit bunky.

Hodnoceni:
V protokolu zakreslit dostatecné velky mikroskopicky preparat obou kment
kvasinek a kvasnic. Uvést zvétSeni mikroskopu. Nezapomenout uvést cislo
(oznaceni) kultury. Hodnotit nasledujici znaky:

e tvar bun€ék, jejich velikost, pripadné jejich vnitini strukturu,

e pritomnost pseudomycelia nebo mycelia, blastospor.

1.1.2.3 Tvorba pseudomycelia kvasinek
Tvorba pseudomycelia je charakteristickhA pro nékteré kvasinky.
Pseudomycelium (nebo také tzv. nepravé mycelium; obr. 3) je tvoreno tetizky
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bunék, které vznikly postupnym vypucenim kvasinkovych bunék, které se
neoddélily a zlistaly spojeny. Vyvoj pseudomycelia je podporovan pritomnosti
vzdu$ného kysliku, nepritomnosti zkvasitelnych sacharidi v Zivném médiu,
pritomnosti Skrobu a nékterych dusikatych latek. Pro diagnostické ucely je
dllezity tvar a usporadani blastospor, svazkli bunék pucicich z pseudomycelia
nebo myecelia, které se vyskytuji v chomaccich, preslenech nebo nepravidelnych
vétvich (Demnerova a kol., 2001; Kockova-Kratochvilova, 1990).

Obrazek 3: Pseudomycelium kvasinek s blastosporami (Silhankova, 2008)

Pfi pozorovani pseudomycelia a blastospor kvasinek se c¢asto pouZzivaji
tzv. sklickové kultury. Opét je pri piipravé preparatu tfeba dodrzovat zasady
prace v mikrobiologické laboratori. Kazdy student pripravi jednu sklickovou
kulturu zvolené kvasinky. Postup upraven podle Demnerova a kol. (2001).

1. Podlozni sklo pomoci vyZihané pinzety asepticky umistit na kulicky ve
sterilnich Petriho miskach.

2. Na sterilni podlozni sklo prenést kapku rozpusténého Sabouraudova agaru
a pomoci sterilni sklenéné tyCinky rozetrit do tenké vrstvy (0,5-1 mm).

3. Ve sterilnim fyziologickém roztoku pripravit fidkou suspenzi kultury
kvasinek. Pomoci vyzihané klicky udélat na ztuhlé ptidé na sklicku nékolik
tecek.

4. Pod podlozni sklo na kuli¢ky pipetovat cca 5 ml sterilni destilované vody.

5. Misku se zaockovanym agarem na podloznim skle kultivovat pti 28 °C po dobu
5 dni.

6. Kazdy den na povrchu agaru pozorovat (okem) tvorbu kolonii a vybézki
pseudomycelia.

7. V pozitivnim pripadé (zpravidla po 4-5 dnech) vyjmout sklickovou kulturu
z Petriho misky a pozorovat pod mikroskopem bez kryciho sklicka. Zakreslit
do protokolu.
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Hodnoceni:

Popsat tvorbu kolonif a pseudomycelia v priibéhu 5 dni.

V protokolu zakreslit dostatecné velky mikroskopicky preparat a zaznamenat
charakter pseudomycelia a blastospor. Uvést zvétSeni mikroskopu a ¢islo kultury.

1.1.2.4 Nativni preparat plisni

Nativni preparat plisni se pripravuje za i€elem pozorovani struktur, které nejsou
zménény vlivem fixace. Jako pozorovaci médium se zpravidla pouZiva destilovana
voda nebo glycerol. Pfi pozorovani hub vytvarejicich viecka nebo konidie je
mozné pouzit také laktofenol nebo kyselinu mléénou obarvenou metylenovou
modri. Pfi pozorovani a diagnostice struktur mikroskopickych vlaknitych hub lze
rovnéz vyuzit sklickové kultury (Demnerova a kol., 2001).

Pfi pripravé a pozorovani preparatu plisni je tfeba dodrZovat zasady aseptické

prace, aby plisniové spory nedostaly do prostiedi, a spravného mikroskopovani.

Kazdy student pripravi 2 preparaty kultur neznamé plisné a 2 preparaty plisni

z potravin. Postup upraven podle Demnerova a kol. (2001), Jandova a Kotouckova

(1996).

1. Naodmasténé a oznacené sklicko nanést kapku sterilni destilované vody nebo
jiného uzaviraciho média (napft. glycerolu, laktofenolu).

2. Sterilni preparacni jehlou asepticky odebrat ¢ast mycelia nezndmé kultury
a plisné z potraviny a prenést do kapky na podloznim skle.

Pozndmka: Nejde-li odebrat pouze mycelium, odebrat kulturu i s ¢asti agaru
nebo potraviny a potom je na sklicku opatrné odpreparovat.

3. Pomoci jehly rozprostfit preparat na co nejvétsi plochu. Prekryt krycim
sklickem tak, aby v prepardatu nevznikly vzduchové bubliny. Mycelium
neroztlacovat ani neroztirat, aby nedoslo k poruseni fruktifika¢nich organd.
Prebytecnou kapalinu odsat filtracnim papirem.

Pozndmka: U obtizné smacitelnych kultur je vhodné ptipravit preparat do
70% etanolu a po zakryti krycim sklickem jej nahradit jinym médiem.

4. Pozorovat nejprve pii malém zvétSeni, poté pouZit vétsi zvétSeni. Zakreslit

pozorované utvary.

Hodnoceni:
V protokolu zakreslit dostatecné velky mikroskopicky preparat vSech 4 kultur
plisnia nazakladé obrazki 4 a 5 se je pokusit identifikovat do rodd. Uvést zvétSeni
mikroskopu a ¢islo (oznaceni) kultury. Hodnotit nasledujici znaky:

e tloustka a barva hyf, typ mycelia - septované, neseptované,

e zplsob vétveni mycelia,
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e nepohlavni fruktifika¢ni struktury - konidiofor (vétveny, nevétveny),
konidie, sporangiofor, sporangium, kolumela, sporangiospory, sterigmata,
jejich délka, tloustka, vétveni, zakonceni, apod.,

e pohlavni fruktifika¢ni struktury - virecko, askospory, zygospory,

e 7zvlastni struktury - pritomnost a umisténi chlamydyospor, sklerocii,
koremii, sporodochii, pyknid, stoloni, rhizoidd.
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Obrazek 4: Vybrani zastupci mikroskopickych vlaknitych hub (Chumchalova a kol., 2006)
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Obrazek 5: Vybrani zastupci mikroskopickych vlaknitych hub (Chumchalova a kol., 2006)
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1.2 Vitalita a viabilita kvasinek

Jednim z faktorl, které vyznamné ovliviiuji kvalitu kone¢ného produktu
s vyuzitim kvasinek, je fyziologicky stav a metabolickd aktivita pouzitych
kvasinek. Viabilita, neboli Zivotaschopnost, se vyjadruje jako pomér Zivych bunék
v kultute k jejich celkovému poctu v kultute. Vitalita pak ukazuje na fermentacni
a obecné metabolickou schopnost bunék. Obé tyto vlastnosti hraji vyznamnou roli
napr. pri vyrobé piva. U starnoucich bunék nebo bunék vystavenym stresu se
jejich vitalita sniZuje (Kopecka a Rotkova, 2017).

Cile:
2. Stanovit vitalitu kvasinek pti zvySené teploté
3. Stanovit fyziologicky stav kvasinek pomoci AP-testu

1.2.1 Pouzité pomuicky a mikroorganizmy
Mikroorganizmy: vybrané definované kultury kvasinek, kvasnice - pekarské
drozdi, pivovarské kvasinky

Pomticky: mikroskop, Biirkerova komiirka, zkumavky, Ehrlenmeyerova
barika, pipety, kapatko, vodni lazen, teplomér, centrifuga, pH
metr, elektromagnetické michadlo, sterilni destilovana voda,
sterilni fyziologicky roztok, metylenova modr, roztok glukozy
(50 %)

1.2.2 Vitalni test kvasinek

Vitalni test se vyuzivd pro zjistovani poméru zivych a mrtvych bunék
v pekarském drozdi, pivovarskych kvasnicich nebo béhem technologického
procesu. Pomoci vitalniho testu Ize sledovat napt. plisobeni zvysené teploty na
preZivani bunék v case.

Test spociva v barveni nativniho preparatu, pri kterém se zbarvi pouze mrtvé
buriky, zivé zlstavaji nezbarveny, a nasledném piimém pocitani bunék pod
mikroskopem v pocitaci komirce. Princip testu je zaloZzen na propustnosti
cytoplazmatické membrany mrtvych bunék, kterd neni semipermeabilni
a barvivo se tak dostava dovniti do cytoplazmy bunék. Zivé buriky barvivo
dovnitr nepropoustéji. K barveni mrtvych bunék v prostredi bunék Zivych se
vyuzivda malo toxickych barviv, napf. roztok metylenové modii ziedény
a pufrovany fosfatem o pH 4,6. Nicméné i pies nizkou toxicitu je tieba preparat
ihned mikroskopovat, zvlasté v pritomnosti kysliku, ktery toxicitu metylenové
modii podporuje (Demnerova a kol., 2001; Kopecka a Rotkova, 2017).
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Pro pocitani bunék v preparatu je tfeba mit suspenzi s vhodnou hustotou bunék.
Je mozné pouzit razné typy pocitacich komirek (napi. Thomova nebo
Biirkerova). Vsechny se skladaji ze silného podlozniho skla s vyrytou siti
¢tverecki (obr. 6) a kryciho skla, které se poklada na bo¢ni listy, ¢imz vznika mezi
sklicky prostor o presné definované hloubce. Pracuje se s urcitym objemem
vzorku, ze znamého objemu se dopocitava objem vzorku pro 1 ml (Frébortova,
2017; Jandova a Kotouckova, 1996; Kopecka a Rotkova, 2017).
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Obrazek 6: Biirkerova pocitaci komiirka (upraveno podle Frébortova, 2017)

Postup:

Postup upraven dle Jandova a Kotouckova (1996) a Kopecka a Rotkova (2017).

1. Kousek pekatského drozdi nebo kulturu kvasinek z Petriho misky rozmichat
ve fyziologickém roztoku v barice tak, aby vznikla slabé opaleskujici smés.

2. Pipetovat po 3 ml suspenze do 4 zkumavek. Prvni zkumavku zpracovat jako
kontrolni vzorek pro zjisténi poctu zivych bunék pri pokojové teploté na
zacatku pokusu (0 minut). Zbylé zkumavky umistit do vodni 1azné o teploté
60 °C.

3. Do stfedu podlozniho skla Biirkerovy komirky prenést kapku ptipravené
suspenze kultury a prekryt krycim sklem. K hrané kryciho skla prikapnout
kapku metylenové modri, na opacné strané ji odsat filtracnim papirem, az je
cely preparat zbarven modre.

Po usazeni bunék (1-2 minuty) pozorovat bunky pri zvétSeni 10x40.

5. V10 ctvercich pocitat zbarvené (mrtvé) a nezbarvené (Zivé) burnky. Do souctu
zahrnout i bunky dotykajici se 2 hran pole (obr. 7) - na levé a spodni hrané
(zndzornéno cernou barvou). Bunky leZici na zbyvajicich dvou stranach se
nepocitaji (oznaCeny bilou barvou).
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Obrazek 7: Pravidlo pro pocitani bunék v pocitaci komirce (archiv autorky)

6. Stanovit pocet Zivych a mrtvych bunék inkubovanych pti 60 °C po 5, 10 a 20
minutach postupem popsanym vyse.

Hodnoceni:
e Vprotokolu zakreslit dostatecné velky obraz pozorovany v 1 zorném poli.
Nezapomenout uvést mikroskopické zvétSeni.
e Ve vSech c¢tyrech pripadech vypocitat % mrtvych kvasinek v kulture.
e V MS Excel sestrojit graf zavislosti prezivajicich bunék na délce vystaveni
zvySené teploté (osa x - €as; osay - % preZivajicich bunék).

1.2.3 Test acidifikacni schopnosti kvasinek

Test acidifikacni schopnosti kvasinek (AP-test) se pouzivd ke stanoveni
metabolické kompetence pivovarskych kvasinek opakované nasazovanych
vprovozu. Vychazi ze znalosti membranovych pochodli probihajicich
v kvasinkach metabolizujicich endogenni i exogenni substraty. Na acidifikacni
schopnosti kvasinek se podili enzym H*-ATPaza, jejiZ ¢innost zavisi na stavu
bunék (Cerstvé bunky, bunky po skladovani, apod.) a rovnéz i na ristové fazi
bunék. Pfi prichodu zZivin pres membranu vznikd cinnosti tohoto enzymu
elektrochemicky gradient protont, ktery zptisobi pokles pH. Kromé ATPazy
zmény pH prostredi ovliviiuje i vyluCovani metabolickych produktd, prevazné
slabych kyselin. Pfi nedostatku metabolizovatelného sacharidu (napfr. glukdzy)
vyuziva kvasinka pro udrZeni pomeéru extraceluldrniho a intracelularniho pH
energii zdsobnich polysacharidli, glykogenu a trehalézy (Kopeckd a Rotkovaj,
2017).
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AP-test je zaloZen na méreni zmény pH prostredi vyvolané kvasinkami. Pri testu
se urcitou dobu méif zména pH extracelularniho prostredi, poté se k suspenzi
bunék prida glukéza a méri se opét urcitou dobu. Po pridani sacharidu dochazi
k poklesu pH kvasni¢né suspenze. Zména pH béhem 10 minut po pridani kvasinek
do vody (nepritomnost vnéjsSiho zdroje glukdzy) se oznacuje jako spontanni
acidifikacni schopnost a vyjadruje rlistovou schopnost kvasinek souvisejici
s obsahem zasobnich polysacharidii v buiice. Po ptridani sacharidu do roztoku se
méri dalsi pokles pH. Glukézou indukovana acidifika¢ni schopnost ukazuje na
aktivitu kvasinek pti kvaseni a rychlost glykolyzy (Kopecka a Rotkova, 2017).

Postup: (prevzato dle Kopecka a Rotkova, 2017)
1. Navazit 9+0,1 g pekarskych nebo pivovarskych kvasnic, ptidat je do 50 ml
vychlazené destilované vody a diikladné promyt.
2. Centrifugovat suspenzi (3000 x g/10 minut), diikladné promyt. Opakovat 2x.

w

Kvasnice resuspendovat v 50 ml destilované vody o pokojové teploté.

4, Zacit mérit pH (ponorit pH metr do roztoku) - ¢as 0 (pHo). Vzorek michat
pomoci elektromagnetického michadla.

5. Po 10 minutach ptidat 5 ml 50% (w/v) glukézy a zapsat hodnotu pH (pH1o).

Odecist hodnotu pH ve 20. minuté (pHzo). Vypocitat hodnotu AP.

Hodnoceni:
Vypocet hodnoty AP:
Velic¢ina AP10 odpovida vysledku spontanni acidifikace pred pridanim glukézy,
vypocita se z hodnoty pH v 10. minuté méreni (pH1o):

AP10=6,3-pHio
kde 6,3 je hodnota pK systému CO2/HCOs3-, ptibliZzné rovna vnitrobunéénému pH.
Veli¢ina AP20 odpovida vysledku glukézou indukované acidifikace. Vypocita se
z hodnoty pH ve 20. minuté (pHzo):

AP20=6,3 - pHzo
Vysledna hodnota AP2o odrazi fyziologicky stav bunék:

Hodnota APz Stav bunék

AP20 > 2,5 vysoce aktivni kvasinky se silnou fermentacni schopnosti

AP20=2,5-2,0 aktivni kvasinky s dobrou fermentacni schopnosti

AP20=2,0-1,5 kvasinky castecné poSkozeny, se sniZenou metabolickou
aktivitou

AP20<1,5 kvasinky znacné poskozené, nevhodné pro dalsi pouZiti

e V protokolu zhodnotit fyziologicky stav testovanych kvasnic.
e Srovnat vysledky AP-testu s vysledky vitalniho testu (dloha 1.2.2).
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2 Citlivost mikroorganizml vyznamnych v potravinarstvi
k teploté

V potravinach ptsobi na mikroorganizmy celd rada faktor(i, které mohou
ovlivilovat jejich rlst, mnoZeni a také metabolizmus. Faktory piisobici na
mikroorganizmy v potravindch mtizeme rozdélit do nasledujicich skupin:
o fyzikalni faktory - teplota skladovani, relativni vlhkost vzduchu, tlak,
ultrafialové a y zareni,
e chemické faktory - sloZeni potraviny a suroviny (zdroje uhliku, dusiku
a ostatni ziviny), pH, pfitomnost antimikrobnich latek, véetné konzervacnich,
e biologické faktory - plisobeni ostatnich mikroorganizmii (Demnerova a kol.,
2001; Gorner a Valik, 2004).

2.1 Vliv teploty na potravinarsky vyznamné mikroorganizmy

Cile:

1. Popsat rlst potravinarsky vyznamnych mikroorganizml v zavislosti na
teploté

2. Nefelometrickou metodou stanovit charakteristické faze ristové Kkrivky
vybranych mikroorganizmi

Teplota vnéjsiho prostiedi je jednim z nejvyznamnéjSich faktort ovliviiujicich
rist mikroorganizml v potravinach. VétSina mikroorganizmi je v potravinach
schopna rast v rozmezi teplot 2 - 50 °C, i kdyZ jsou zndmy mikroorganizmy
(zejména termofilni sporulujici bakterie) schopny rlistu v potravinach i pri
vysSich teplotach. Pri optimalni teploté probihaji fyziologické pochody
v bunitkach nejrychleji a mikrobialni kultura tak dosahuje nejvyssi riistové
rychlosti (umax) (Gérner a Valik, 2004; Montville a kol., 2012; Silhankova, 2008).

Rast mikroorganizmd pii dané teploté Ize popsat pomoci riustové Kkiivky
s charakteristickymi fazemi. Riist bunék a tim i riistovou kiivku mizeme stanovit
vysevem mikroorganizmil na agarové plotny s naslednym pocitanim vyrostlych
kolonii nebo nefelometricky, pfipadné uZzitim dalSich vhodnych fyziologickych
metod. Nefelometrie je zaloZena na rozptylu svétla drobnymi casticemi
suspendovanymi v kapaliné. Riist mikrobialni biomasy Ize tak sledovat piimo
v tekuté zivné pidé mérenim zakalu (optické denzity, turbidity) mikrobialni
kultury. Pfi této metodé zjisStujeme, kolik svétla bylo pohlceno (absorbovano)
zakalenym roztokem. Pomoci této metody neni moZné primo stanovit pocet bunék
ve vzorku, lze vSak pozorovat rist mikroorganizmi na zakladé zvySujici se
turbidity. Turbiditu vzorku lze mérit napi. na spektofotometru jako absorbanci
(optickou denzitu, OD) pri urcité vinové délce. Vyhodou nefelometrického
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stanoveni, zejména s vyuzitim automatickych systémt, je relativné rychlé
a technicky malo naroc¢né vyhodnoceni, poskytujici ziskani pomérné presnych
hodnot. Na druhé strané je vSak tato metoda zatiZena chybou vyplyvajici ze
skutecnosti, Ze na zakalu bunécné suspenze se podileji i mrtvé bunky (Frébortova,
2017; Demnerova a kol., 2001).

Pristroj zaznamnik ristu bunék (osobni bioreaktor) méii hustotu bunécné
suspenze pri vinové délce 850 nm (ODsso).

2.1.1 Pouzité pomucky a mikroorganizmy

Mikroorganizmy: Escherichia coli, Lactococcus lactis, Saccharomyces cerevisiae
Pomiicky: sterilni MPB-médium, M17 bujén, Sabouraudiiv bujon,

fyziologicky roztok, zdznamnik rdstu bunék, denzimetr,
sterilni zkumavky typu Falcon s perforovanymi vicky
a sterilnim filtrem, sterilni zkumavky, pipety

2.1.2 Stanoveni vlivu teploty na vybrané mikroorganizmy pomoci zaznamniku

rustu bunék (osobniho bioreaktoru)

Bude sledovan rist potravinaisky vyznamnych mikroorganizmi pri optimalni

teploté (30 °C) a teploté nizsi blizici se chladirenské teploté (15 °C). V pribéhu

pripravy a realizace ulohy je tfeba pracovat za aseptickych podminek.

1. Z ptesnocnarostené kultury mikroorganizmi pomoci denzimetru ptipravit ve
fyziologickém roztoku suspenzi bunék o hustoté 0,5 (dle McFarlandovy
stupnice).

2. Zkumavky typu Falcon (zkumavky pro zaznamnik riastu bunék) naplnit po
30 ml sterilnimi bujény - 2x MPB-médium, 2x M17 bujén a 2x Sabouraudav
bujén.

3. Bujony zaockovat 100 pl suspenze mikroorganizmii - MPB-médium zaockovat
Escherichia coli, M17 bujon Lactococcus lactis a Sabouraudiv bujon
Saccharomyces cerevisiae. Vicka zkumavek peclivé utahnout, zkumavky radné
oznacit a pripravit ke kultivaci v daném pristroji.

4. Zapnout pristroje (zaznamniky rstu bunék) a na pocitaci prislusny software.
Na pristrojich pres pocitacovy software nastavit nasledujici parametry:

E. coli, S. cerevisiae L. lactis
Rychlost otacek 500 rpm 0 rpm
RSF (frekvence reverznich otacek) 1s1 0s1
Teplota 30/15°C 30/15°C
Objem vzorku 30 ml 30 ml

Frekvence méreni (MF) 30 min 30 min
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5. Poté pristroje zapnout a zacit kultivaci mikroorganizmi. Po cca 120 - 150
minutach zkontrolovat graficky priibéh kultivace (OD) a rychlosti riistu.
6. Po uplynuti 48 hodin pristroje vypnout, data ulozit a vyhodnotit.

Hodnoceni:
e V protokolu vyhodnotit vliv teploty na rtist mikroorganizmi.
e Pri obou teplotach u vSech tii testovanych mikroorganizmii vynést do grafu

zavislosti optické hustoty kultury (ODsso) na ¢ase (t). Na rlistové kiivce popsat
charakteristické faze ristu.

e Srovnat ristové Kkiivky vSech mikroorganizm pii obou testovanych
teplotach. Zdtvodnit rozdily v riistovych krivkach.



Potravinai'ska mikrobiologie - navody pro laboratorni cviceni

20

3 Roztoky a Zivna média

Fyziologicky roztok
NaCl 85¢g
Destilovana voda 1000,0 ml

Sterilizovat v autoklavu pri 121 °C po dobu 15 minut.

Laktofenol

Fenol krystalicky 100 g
Kyselina mlé¢na 20,0 g
Glycerol 20,0g
Destilovana voda 10,0 g

Fenol s vodou zahtat do rozpusténi, pridat kyselinu mlé¢nou a glycerol.

Metylenovad modr (vitdlIni test)

Vodny roztok metylenové modii (1:500) 100,0 ml
0,2M KH2P04 (pH4,6) 100,0 ml
pH upravit pomoci 1M NaOH

Roztok glukézy (50%; w/v)
Glukéza 50,0 g
Destilovana voda 100,0 ml

Czapek-Dox agar (HiMedia)

Czapek-Dox agar 490g

Destilovana voda 1000,0 ml

Konec¢né pH 7,3 £ 0,2

Sterilizovat v autoklavu pti 121 °C po dobu 15 minut.

MPB-médium (masopeptonovy bujon)

Masovy vytazek (meatextract) 3,0g

Pepton 50g

NaCl 30g

pH upravitna 6,9 £ 0,1

Sterilizovat v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut.

M17 bujén (HiMedia)

M17 bujén 42,25¢g

Destilovana voda 1000,0 ml

Kone¢né pH 7,1 £ 0,1

Sterilizovat v autoklavu pti 121 °C po dobu 15 minut.



Potravinai'ska mikrobiologie - navody pro laboratorni cviceni

21

Sabouraudiiv bujon (Sabouraud Dextrose Broth; HiMedia)
Sabouraud broth 30,0g

Destilovana voda 1000,0 ml

Konec¢né pH 5,6 £ 0,2

Sterilizovat v autoklavu pri 121 °C po dobu 15 minut.

Sabouraudiiv agar (Sabouraud Dextrose Agar; HiMedia)

Sabouraud broth 30,0g
Agar 150¢g
Destilovana voda 1000,0 ml

Konec¢né pH 5,6 + 0,2
Sterilizovat v autoklavu pti 121 °C po dobu 15 minut.
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4 Anaerobni a mikroaerofilni kultivace
Cile:
1) Stanoveni anaerobnich sporotvornych bakterii
2) Stanoveni bakterii rodu Clostridium

Anaerobni mikroorganizmy jsou takové organizmy, které jsou schopné riist
v anoxickych podminkach a dle stupné tolerance k molekularnimu kysliku je lze
klasifikovat na:
1) striktné anaerobni mikroorganizmy - kyslik pfes 0,5 % na né pusobi
toxicky;
2) obligatné anaerobni mikroorganizmy - netoleruji vice nez 2-3 % O2
v prostredi;
3) aerotolerantni mikroorganizmy - toleruji malou koncentraci kysliku;
4) fakultativné anaerobni mikroorganizmy - rostou dobie v aerobnich
i anaerobnich podminkach;
5) obligatné aerobni mikroorganizmy - bez 02 v prostiredi nejsou schopny
metabolizovat a rist (Demnerova a kol., 2001).

Mikroorganizmy (bakterie, kvasinky, mikromycety) se v mikrobiologickych
laboratotich kultivuji na Zivnych ptidach. Kultivace mikroorganizmii je zakladnim
postupem slouzicim kjejich pfimému priikazu. Kultivace miiZe byt staticka
(misky, zkumavky) nebo kontinualni submerzni, ktera je obvykla pii produkci
biomasy, antibiotik jako produktii metabolizmu bakterii atp. (Julak, 2003). Zivna
média musi spliiovat vSechny podminky pro optimdalni vyZzivu, pH, osmoticky
tlak, redoxpotencial a dostatek vody. Kazda Zivna ptida musi obsahovat zdroj
energie (organotrof - organicka latka; fototrof - svétlo; litotrof - anorganicka
latka), uhliku (heterotrof - organicka latka; autotrof- CO2), dusiku (amonné
ionty, dusi¢nanové ionty, aminokyseliny, bilkoviny nebo jejich hydrolyzaty)
a ostatnich biogennich prvkii (anorganické soli). Hodnoty uvedenych podminek
musi z{istat optimalni po celou dobu kultivace (Kopecka a Rotkova, 2017). Zivna
média mohou byt tuhd - agary nebo tekutd - bujény, které se pripravuji
ve zkumavkach, kdeZto agary zejména na Petriho miskach, ale téZ ve zkumavkach
pro vpich ¢i Sikmy agar. Na pevnych ptidach v Petriho miskach lze pozorovat
jednotlivé kolonie, presnéji kolonie tvorici jednotku (CFU - colony forming unit),
coZ je potomstvo jedné bakterie ¢i nékolika bakterii v hloucku. Charakter riistu je
dilezitym diagnostickym znakem (Demnerova a kol., 2001; Kopecka a Rotkov4,
2017).

Anaerobni nebo mikroaerofilni kultivace se miize provadét hlubokym vpichem
do agaru ve zkumavce nebo ockovanim do vysoké vrstvy tekutého média.
Oxidoreduk¢ni potencial se dale sniZuje pridanim redukujicich latek (kyselina
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askorbova, thioglykolat, thiosiran) (Kopeckda a Rotkova, 2017). Klasickym
a nejjednodusim zpisobem vytvoreni anaerobniho prostredi je umisténi zapalené
svicky do uzaviené nadoby - atmosféra se sice obohati o CO2, ale ziistatek
koncentrace kysliku je porad znacny (Julak, 2003). Pro vytvoreni anaerobniho
prostiedi lze vyuzit anaerobni komory ¢i anaerostatu (vzduchotésné uzaviena
nadoba s tizenou atmosférou), do kterého se vklada smés chemikalii (Zelezny
prasek, kyseliny vinna, citronova), ktera po ovlhCeni uvoliuje vodik, ktery
v pritomnosti katalyzatoru (Pt, Pd) reaguje s pritomnym vzduSnym kyslikem
za jeho vytésnéni a vzniku molekul vody (Kopecka a Rotkova, 2017). Takovéto
soupravy jsou komercné dostupné.

Mikroaerofilni mikroorganismy rostou za sniZené tenze vzdusného kysliku. Toho
1ze docilit riznymi zptlisoby:

- ocCkovanim mikroorganismi vpichem do svislych agarii nebo
do vysokych vrstev kapalin o malém povrchu;

- odstranénim kysliku povaienim (tzv. regenerace ptidy), ptida se
tésné pred pouZzitim zahiiva 20 min. ve vrouci vodni 1azni, ochladi
se a zaoCkuje.

Pro omezeni dalsiho pristupu vzduchu se ptida prevrstvi sterilnim parafinovych
olejem (Bursova, Karpiskova, Duskova, Necidova, 2014).

4.1 Stanoveni anaerobnich sporotvornych bakterii

Stanoveni sporotvornych bakterii se nejcastéji uplatiiuje u tepelné opracovanych
vyrobkil v konzervarenstvi. V nedostatec¢né chlazenych pasterovanych vyrobcich
se prevazné vyskytuji aerobni sporulaty (zastupci rodu Bacillus a dalSich), na
druhou stranu anaerobni  sporulaty (Clostridium, Clostridioides,
Desulfotomaculum)  jsou nachdzeny jako nezadouci kontaminanty
konzervarenského primyslu ¢i zrajicich syri (Cupakova et al.,, 2010; Demnerova
akol,, 2001, Lawson, Citron, Tyrrell, Finegold, 2016; Watanabe, Kojima and Fukui,
2013). V teplem sterilovanych konzervach
(tzv. nekyselych s pH=>4,0) nesmi prezivat mezofilni sporotvorné anaerobni
bakterie, které slouzi jako indikatorové mikroorganizmy pro piitomnost
patogenniho druhu Clostridium botulinum (Demnerova a kol., 2001).

4.1.1 Princip metody

Pred vlastnim ockovanim je nutné odstranit vegetativni formy sporotvornych
bakterii a ostatnich mikroorganismii tepelnou inaktivaci (80 °C/10-30 minut
u mezofilQ, vrouci lazeti/30 min u termofilli), nasleduje rychlé zchlazeni vodou.
Spory nékterych zastupcli bakterii rodu Clostridium bez tohoto tepelného Soku
velmi tézko kli¢i a nebylo by moZné je tedy stanovit (Demnerova a kol., 2001).
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Urceny objem tekutého vzorku ¢i vychozi suspenze u ostatnich vzorki se roztira
na neselektivni Zivnou ptidou v Petriho miskach. Inokulované misky se kultivuji
anaerobné pri teploté 37 °C po dobu 72 hodin. Po inkubaci se stanovi pocet
anaerobnich sporotvornych bakterii v 1 ml nebo v 1 g vzorku z poctu kolonii
vyrostlych na vybranych plotnach (Cupakova et al., 2010).

4.1.2 Pouzity material, pomucky a pristroje

vzorek mletého koreni, sa¢ky, kadinky, vahy, homogenizator Stomacher, sterilni
vysoké zkumavky (objem 15 ml), stojanek na zkumavky, sterilni destilovana voda,
vodni lazen steplotou na 80 °C, stopky, temperovany Anaerobic Agar (AA,
Himedia Laboratories, Indie), prazdné sterilni Petriho misky, anaerostat - nadoba,
vyvijeC (Anaerocult® A, Merck Millipore, Némecko), termostat

4.1.3 Postup
Pro stanoveni anaerobnich sporotvornych bakterii se postupuje nasledovné
(Cupakova et al., 2010):
1. Do sacku se navazi 5 g mletého koreni, doplni se 45 ml sterilni vody
a homogenizuje po dobu 1 minuty.
2. Do vysoké zkumavky se odpipetuje 10 ml vzniklé suspenze.
3. Pripravena zkumavka se vlozi do stojanku ve vodni lazni (80 °C) na dobu
10 minut. Po vytaZeni z lazné se ihned ochladi pod proudem studené vody.
4. Do dvou Petriho misek se paralelné napipetuje po 1 ml zchlazené suspenze
a prelije se temperovanou ptidou AA (cca 45 °C). Po preliti se okamzité
miskou opatrné krouzi, a to 5x doleva, 5x doprava, potom 5x nahoru a dolt
a 5x doleva a doprava. Necha se na lavici utuhnout.
5. VSechny misky se vloZi do anaerostatu (kultiva¢ni hrnec, obr. 8), do néjz se
ihned vloZi vyvijec zality 25 ml vody a okamZité se cely hrnec uzavre.
6. Kultivace probiha v termostatu pri 37 °C po dobu 72 hodin.
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Obrazek 8: Kultivacni hrnec, sada anaerobnich vyvijecii a sada testii Anaerocult ® A Merck Millipore
(Merck KGaA, 2020)

4.1.4 Vyhodnoceni
Po inkubaci se pocitaji kolonie na miskach a pocet sporotvornych anaerobnich
bakterii se vyjadri jako CFU/g kofeni.
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5 Probiotické bakterie
Cile:
1) Stanoveni bakterii rodu Lactobacillus
2) Stanoveni bakteriif rodu Bifidobacterium

Probiotické bakterie jsou bakterie s probiotickymi vlastnostmi. V potravinovych
dopliicich ¢i potravinach se vyskytuji ve formé Zivotaschopnych bunék. Tyto
kmeny musi mit humdanni ptivod, dale musi byt schopné preZit priichod zazivacim
ustrojim, zejména musi byt vysoce odolné velmi nizkému pH v Zaludku, musi byt
schopné se pomnozZit ve stievé, nesmi byt patogenni a toxické. Vybiraji se zejména
takové kmeny, které vhodné ovliviiuji organoleptické vlastnosti dané potraviny
(Burdychova, 2007). VétSina znich také vykazuje produkci metabolith
antibakteridlni povahy, projevujici se silnym antagonistickym vztahem
k nékterym jinym bakterialnim druh@im (CiZek, 2004), ¢imZ mtZe dochazet
k likvidaci nezadouci mikrofléry ve stieve.

NejcastéjSimi  probiotickymi bakteriemi jsou laktobacily (Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus brevis), bifidobakterie (Bifidobacterium bifidum)
¢i grampozitivni koky (Enterococcus faecium). K probiotickym mikroorganizmim
se dale tadi nékteré kvasinky (Saccharomyces boulardii) nebo mikromycety
(Aspergillus oryzae) (Vrtna, 2016). VyuZiti nachazi probiotika zejména
v mlékarenském primyslu, kde se vyuziva pridavku zejména bakterii roda
Lactobacillus a Bifidobacterium do jogurti a jogurtovych napoju, kefirového mléka
¢i syra (Burdychova, 2007).

Bakterie rodu Lactobacillus jsou grampozitivni, fakultativné anaerobni
az mikroaerofilni tyCinky, jejichZ tvar zavisi na stari kultury, sloZeni média
a obsahu kysliku v médiu. VétSinou jde o rovné, rizné dlouhé a ohnuté tycinky.
Siroce jsou rozsirené v ptirodé, dale jsou soucasti bézné mikrofléry stfeva ¢lovéka
a zvirat, u Zen jsou laktobacily soucasti vaginalni mikrofléry. Nejsou mezi nimi
7adné patogenni druhy (CiZek, 2004).

Rod Bifidobacterium jsou anaerobni grampozitivni bakterie tvaru tycinek, které
tvori prevaznou cast mikroflory tlustého streva kojenych déti. S vékem a zménou
stravy se bifidobakterie ze streva vytraceji (Vrtna, 2016).

Pro stanoveni probiotickych bakterii v mléénych vyrobcich je nutné pouzit
metodu pro selektivni stanoveni téchto kultur, jelikoZ jsou zde totiz pritomny
i jogurtové bakterie ¢i bakterie mlééného kvaseni (Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus). Pritomnost téchto startovacich kultur
znesnadiiuje detekci pridanych kultur slouZzicich jako probiotické. Nasledujici
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metodika je jednou zmozZnosti, jak urcit mnoZstvi probiotickych kultur
ve fermentovanych mlécnych vyrobcich (Burdychova, 2007).

5.1 Stanoveni probiotickych bakterii Lactobacillus rhamnosus v jogurtu

5.1.1 Pouzity material, pomticky a pfistroje

jogurt s probiotickou kulturou Lactobacillus rhamnosus (napf. Selsky jogurt
Olma), sacky, 1zicky v lihu, kadinky, zkumavky, odmérny valec, pipety, Spicky,
vahy, sterilni fyziologicky roztok (0,9% NaCl), homogenizator Stomacher, MRS
(deMan, Rogosa a Sharpe agar, Himedia Laboratories, Indie) s upravenym
pH=5,2+0,1, pristroj pro spiralni nanaseni vzorku na misky a stanoveni CFU -
spiral plater Eddy Jet spiral plater (IUL, Spanélsko), anaerostat - nadoba, vyvije¢
(Anaerocult® A, Merck Millipore, Némecko), termostat, software Sphereflash
pro pocitani kolonif

5.1.2 Postup
Stanoveni poctu bakterii Lactobacillus rhamnosus v probiotickém jogurtu se
provede dle nasledujiciho navodu (Burdychova, 2007):

1. Nejprve se asepticky provede odbér 5 g jogurtu do pripraveného sacku
v kadince. Do sacku se téz asepticky prida 9x mnoZstvi fyziologického
roztoku (45 ml), sacek tedy predstavuje prvni redéni vzorku (10-1).

2. Sacek se vloZi do homogenizatoru a necha se homogenizovat v laboratorni
teploté po dobu 1 min.

3. Zvychozi suspenze v sacku se pripravi desitkové redéni - redi se
fyziologickym roztokem (4,5 ml) ve zkumavkach, kam se prida 0,5 ml
redéného vzorku ze sacku (druhé fedéni=10-2). Takto se pokracuje dal
az do 10-5. Pri redéni se peclivé dodrzuje vyména Spicek (z nizsiho redéni
se Spicka nikdy nesmi pouZzit do vice redéné zkumavky) tak, aby nedoslo
ke zkresleni vysledki.

4, Redéni 101, 103 a 105 se pouzije jako vychozi roztok do kaliku pro
stanoveni CFU ve spiral plateru. Program se nastavi na Log mode (50 pl),
ktery zajisti presny odbér 50 pl vzorku zkaliSku a jeho precizni
rozprostieni ve spirale na vloZenou MRS misku. Pro kazdé ze 3 zvolenych
redéni se pouZiji 2 misky, celkem je potieba 6 misek. Inokulum by mélo
byt do nékolika minut vsaklé a je mozné misky prevratit dnem vzhiru.

5. Cely sloupec misek se vlozi do anaerostatu (kultiva¢ni hrnec, Obrazek 1).
Pripravise 25 ml vody, ktera se naleje na vyvijec a ihned se vloZi do daného
prostoru v kultiva¢nim hrnci a okamZité se cely hrnec uzavre.

6. Kultivace probiha v termostatu pti 43 °C po dobu 72 hodin.
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5.1.3 Vyhodnoceni

Po uplynuti kultiva¢ni doby se vizualné zhodnoti narist kolonif - Lactobacillus
rhamnosus roste ve 2 mm velkych bilych vypouklych koloniich. Pocet kolonii se
vyhodnoti pomoci softwaru SpereFlash, kam se zada spravné redéni, které bylo
v kaliSku. Software rovnou vypocita CFU/ml, resp. CFU/g v naSem ptipadé.

Za tzv. terapeutické minimum se povazuje spotieba alesponn 100 g mlécného
vyrobku s 106 CFU/g probiotickych bakterii denné (Burdychova, 2007),
porovnejte tedy ziskany vysledek s touto hodnotou.

5.2 Selektivni stanoveni probiotickych bakterii rodu Bifidobacterium sp.

v mlécném vyrobku

5.2.1 Pouzity material, pomucky a pfistroje

mlécny vyrobek s probiotickou kulturou Bifidobacterium sp., sacky, 1Zicky v lihu,
kadinky, zkumavky, odmérny valec, sterilni Petriho misky, pipety, Spicky, vahy,
sterilni fyziologicky roztok (0,9% NaCl), homogenizator Stomacher, temperovany
BSM agar se suplementem pro selektivni kultivaci bakterii rodu Bifidobacterium
(Fluka, USA) v lahvi, anaerostat - nadoba, vyvije¢ (Anaerocult® A, Merck
Millipore, Némecko), termostat

5.2.2 Postup

Selektivni stanoveni poctu bakterii rodu Bifidobacterium v mlééném vyrobku
s probiotickou kulturou se provede dle nasledujictho postupu (Burdychova,
2007):

1. Nejprve se asepticky provede odbér 5 g mlééného vyrobku
do pripraveného homogeniza¢niho sa¢ku v kddince a asepticky se prida 9x
mnozstvi fyziologického roztoku (45 ml). Sacek tudiz predstavuje prvni
redéni vzorku (10-1).

2. Sacek se vloZi do homogenizatoru a necha se homogenizovat v laboratorni
teploté po dobu 1 min.

3. Ze sacku se pripravi desitkové redéni - redi se fyziologickym roztokem
(4,5 ml) ve zkumavkach, kam se prida 0,5 ml fredéného vzorku ze sacku
(druhé redéni=10-2). Takto se pokracuje dal az do 10->. Pti fedéni se peclivé
dodrzuje vyména Spicek (z nizSiho redéni se Spicka nikdy nesmi pouZit
do vice redéné zkumavky) tak, aby nedoslo ke zkresleni vysledkd.

4. Redéni 103, 10-4a 105 se pouzije pro stanoveni CFU/ml metodou prelivu.
Do dvou sterilnich misek se paralelné napipetuje po 1 ml a prelije
temperovanou plidou BSM (cca 45 °C). Toto se provede zkazdého
vybraného redéni. Po zaliti se okamZité miskou opatrné krouzi, a to 5x
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doleva, 5x doprava, potom 5x nahoru a dolii a 5x doleva a doprava. Necha
se na lavici utuhnout.

5. Cely sloupec misek se vlozi do anaerostatu (kultiva¢ni hrnec, Obrazek 1),
do néjz se ihned vloZi vyvijec¢ zality 25 ml vody a okamzité se cely hrnec
uzavre.

6. Kultivace probiha v termostatu pti 37 °C po dobu 72 hodin.

5.2.3 Vyhodnoceni

Po uplynuti kultiva¢ni doby se vizualné zhodnoti nartst kolonii - Bifidobacterium
roste ve 2 mm velkych nafialovélych vypouklych koloniich. Kolonie se pocitaji
na miskach, kde narostlo zhruba 15-300 kolonii a provede se vypocet CFU/g.
Vypoctenou hodnotu porovnejte s doporucovanou hodnotou 106 CFU/g poctu
konzumovanych probiotickych bakterii.
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Symboly a zkratky

AA
AP-test
BSM
CFU
KT]J
MPB
MRS
NaCl
oD
rpm

Anaerobic agar

test acidifikacni schopnosti kvasinek
Bifidus selective medium agar

colony forming unit

kolonie tvorici jednotku

masopeptonovy bujon

deMan, Rogosa a Sharpe agar

chlorid sodny

opticka denzita (hustota bunécné suspenze)
rychlost otacek za minutu
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