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Teoreticko-prakticka ¢ast

Prakticka uloha €. 1 (60 minut, 40 bodov)

Téma: Mikrobioldgia

Niektoré druhy mikroorganizmov maju vyuzitie v potravinarstve. Prikladom je vyroba piva,
vina ¢i syrov. Tato prakticka uloha je zamerana na spolocenstvo mikroorganizmov délezité
pre dozrievanie syra typu Camembert/hermelin.

Camembert sa vyraba z mlieka, do ktorého sa prida syridlo a Startovacia kultdra baktérii
mlieCneho kvasenia. Baktérie premienaju mlieCny cukor, laktozu, na laktat, o sposobuje
pokles pH na 4,6 - 4,7. Syry su vytvarované, nasolené asu zaocCkované kultdrou
mikroorganizmov. Dozrievaju pri teplote 11 — 13°C minimalne po dobu 21 dni a potom sa
dostavaju na pulty obchodnych retazcov.

V prvej Casti Ulohy si pripravite mikroskopicky preparat, v ktorom budete pozorovat
mikroorganizmy osidlujuce povrch hermelinu a zistite, ako ¢innost mikroorganizmov vplyva
na pH syru. V druhej ¢asti ulohy budete riesit teoretické ulohy zamerané na molekularnu
biologiu, fyzioldgiu a systematiku spolocenstva mikroorganizmov, ktoré osidluju povrch
hermelinu.

Pomocky:

syr s uslachtilou plesnou,

indikatorovy pH papierik,

mikroskop,

podlozné a krycie sklicko,

kadicku oznacenu ,VODA" (moze byt pripravena pre skupinu Studentov),
Sparadla/preparacnu ihlu/pinzetu,

Pasteurovu pipetu,

prazdnu kadicku/nadobu s objemom 10 — 20 ml,

milimetrovy papier,

lepidlo (moze byt pripravené pre skupinu Studentov)

Skontrolujte si, ze na pracovhom stole mate pripravené vsetky pomédcky. V pripade, ze
niektora z nich chyba, zavolajte ucitela.

Uloha 1: Pripravte mikroskopicky preparat obsahujici mikroorganizmy osidlujice povrch
hermelinu. Vasou ulohou bude pozorovat mikroskopickd hubu Penicillium camemberti. Na
povrchu syra vytvara biele mycélium. Pomocou preparacnej ihly/Sparadla/pinzety odoberte
¢o najmensi kusok mycélia, vlozte do kvapky vody na podloznom skli¢ku, jemne prikryte
krycim sklickom a pozorujte mikroskopom. Pozorovanie zakreslite a popiste Struktury, ktoré
vidite. Nezabudnite uviest zvacsenie.
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Uloha 2: Pomocou pH indikatorového papieriku
urcte pH syru v bezprostrednej blizkosti
mikroorganizmov. Do kadicky odoberte
Sparadlom priblizne 1 g syru (z oblasti syra
vyznaéenej obdiznikom na obrazku, mnozstvo
ekvivalentné  velkosti semena  hrachu)
a rozmiesajte v ¢o najmensom objeme vody (1
— 2 ml). Do takto pripraveného roztoku ponorte
indikatorovy papierik a odé¢itajte prislusna
hodnotu pH na zaklade farebnej stupnice,
ktorad Vam poskytne uéitel. Nasledne papierik
nalepte do zadania a zapiSte od¢itani hodnotu
pPH.
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Prilozeny pH indikatorovy

papierik Odcitana hodnota pH Body

Uloha 3: Predpokladajte, Ze hodnota pH syra suvisi s koncentraciou laktatu. Na zaklade
vysledku experimentalnej Casti oznacte spravne tvrdenie:

A. Mikroorganizmy osidlujuce povrch hermelinu vyuzivaju laktat ako zivinu, ¢o vedie
k zvyseniu pH (alkalizacii) povrchu hermelinu.

B. Mikroorganizmy osidlujuce povrch hermelinu produkuji vysoké mnozstva laktatu, ¢o
vedie k dalSiemu znizeniu pH (acidifikacii) povrchu hermelinu.

C. Mikroorganizmy osidlujice povrch hermelinu nedokazu laktat vyuzit ako zdroj
energie ani ho neprodukuju. V experimente preto nebola zaznamenana zmena pH
oproti poc¢iato¢nej hodnote 4,6 — 4,7 (pred zrenim syra).

Pokracujte v rieSeni nadvazujucich teoretickych uloh.

Uloha 4: Pri vyrobe syra st vyuzivané kultury baktérii a mikroskopickych hib. Baktérie a huby
sa lisia stavbou bunky. V nasledujucej tabulke su uvedené rézne bunkové Struktury. Vyznacte
krizikom, ktoré z nich najdeme v bakterialnej bunke a/alebo bunke hub.

Struktura Bakterialna bunka Hubova bunka

Bunkova stena tvorena
chitinom
Cytoplazmaticka membrana

Mitochondria

Ribozémy

Endoplazmatickeé retikulum

Aktinovy cytoskelet
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Uloha 5: Baktérie mlieéneho kvasenia dokazu metabolizovat disacharid laktézu. Produktom
je laktat, ktory vznikd z pyruvatu ucinkom enzymu laktatdehydrogendzy (reakcia na obrazku).

0 8] 0 o

\\c/ NADH + H* \\‘c /
| NAD"* |
f|2=0 ~ 7 . HO—(Ii—H
laktat
CH, dehydrogenaza CH3
pyruvat laktat

Oznacte spravne tvrdenie/-ia:

A. Vreakcii laktatdehydrogenazy dochadza k redukcii pyruvatu.

B. NAD sluzi ako koenzym reakcie katalyzovanej laktatdehydrogenazou.
C. Reakcia je prikladom oxidativnej fosforylacie.

D. Z jednej molekuly laktézy vznikne maximalne jedna molekula laktatu.

Uloha 6: V prvej &asti Ulohy ste sa zoznamili s hubou Penicillium camemberti, ktora je
sUcastou spoloCenstva mikroorganizmov na povrchu syra. Chceli by ste zakreslit jeho
rastovu krivku, a preto prevediete nasledovny experiment. V ¢ase 0, 5 10, 15 a20 dni
vyrezete z povrchu zrejiceho syra Stvoréek s plochou 1 cm? odvézite a zriedite 10-krét
v riediacom roztoku. Suspenziu premiesSate a riedite eSte 10-krat do celkového objemu 1 ml.

100 pl vyslednej suspenzie vysejete na tri Petriho misky s médiom a po 4-driovej inkubacii
spocitate, kolko kolénii vytvoril P camemberti (jeho kolénie ste od kolénii inych druhov
odlisili vd'aka unikatnej morfoldgii). Vysledky znazorfiuje tabulka nizsie.

Den 0 Den 5 Den 10 Den 15 Den 20

Miska 1 0 85 94 99 105
Miska 2 0 92 95 103 101
Miska 3 0 93 91 98 99
Priemer 0

Pocet cfu P 0

camemberti/c

m? syra

Uloha 6.1: Vypogitajte priemerny poc&et kolénii na misku pre dni 5 — 20. Vysledok zaokruhlite

na celé cisla. Vyplite do tabulky vyssie.

Uloha 6.2: Vypocitajte priemerny pocéet kolonii tvoriacich jednotiek (cfu) na cm? povrchu
hermelinu (Nezabudnite, Ze sme suspenziu mikroorganizmov riedili a vysievali sme len 100
ul). Vyplite do tabulky vyssie.

Uloha 6.3: Do milimetrového papiera vyneste body zodpovedajlce po&tu cfu P camemberti
na cm? povrchu hermelinu v zavislosti na ¢ase a body prepojte krivkou. Milimetrovy papier
oznacte svojim stutaZnym cislom.
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Uloha 6.4: Na zaklade zostrojenej rastovej krivky oznadte, ktoré z nasledujucich tvrdeni je/s
pravdivé:

A. V prvych 5 dnoch sa P camemberti na povrchu hermelinu intenzivne deli.

B. Po 5. dni dochadza k spomaleniu rastu P camemberti na povrchu hermelinu.

C. V10. dni je P camemberti na povrchu hermelinu v exponencialnej faze rastu.

D. Od 15. dna na povrchu hermelinu vébec nedochadza k deleniu P camemberti,
postupne sa vycerpavaju ziviny a bunky odumieraju.

Uloha 7: Okrem huby P camemberti sa na povrchu hermelinu vyskytuji aj dalsie
mikroorganizmy. Ktoru z nasledujicich metdéd by ste vyuzili pre presnu identifikaciu ¢o
najviac roznych druhov organizmov?

A. Skenovacia elektronova mikroskopia povrchu hermelinu.

B. Detekcia mikroorganizmov na povrchu hermelinu pomocou hybridizacie izolovanej
DNA so Specifickymi sondami.

C. Kultivacia mikroorganizmov zo steru povrchu hermelinu na pevnych médiach
s réznym zlozenim a mikroskopicka analyza.

D. lzolacia gendmovej DNA zo steru povrchu hermelinu a nasledné sekvenovanie.

Uloha 8.1: VyuZzitou metédou bol v spologenstve mikroorganizmov identifikovany druh
kvasinky Kluyveromyces lactis. Ako jeden z mala kvasinkovych druhov dokaze metabolizovat
laktézu, apreto sa Casto vyskytuje v mliecnych produktoch. Pre spracovanie laktdzy je
délezita funkcia dvoch génov (LAC72 a LAC4), ktorych transkripcia prebieha obomi smermi
z jediného promdtoru. LAC72 kdduje transportér laktézy a LAC4 koduje enzym Stiepiaci
laktézu na glukézu a galaktézu. Na zaklade uvedenych informacii rozhodnite, ktoré
tvrdenie/-ia je/su pravdivé:

A. Pri nulovej mutdcii génu LAC4 (mutdcia, ktord spdsobi Uplnu stratu funkcie génu)

sice dokaze kvasinka transportovat laktozu do bunky, ale nedokaze ju Stiepit na

glukdzu a galaktézu.

Protein kddovany génom LAC172 obsahuje transmembranové domény.

Kvasinka s nulovou mutaciou LAC72 dokaze rast na médiu s lakt6zou ako jedinym

zdrojom uhliku.

D. Kvasinka s mutaciou promotorovej sekvencie, ktora brani naviazaniu transkripcnych
faktorov, dokaze rast na médiu s lakt6zou ako jedinym zdrojom uhliku.

oW

Uloha 8.2: Podobne ako kvasinka pivna, Kluyveromyces lactis mé dva pérovacie typy (a, a).
V Zivotnom cykle (obr.1) sa vyskytuje haploidné stadium, ked' sa bunky parovacieho typu q,
resp. arozmnozuju nepohlavne pucanim. Za vhodnych podmienok dbjde k parovaniu
kvasiniek opacného parovacieho typu. Vysledkom je diploidna bunka s genotypom a/a, ktora
sa tiez moze rozmnozovat nepohlavne puéanim. Pri uréitych podmienkach podstupuje
meiozu a vysledkom su spory, z ktorych sa potom vyvinu haploidné bunky s parovacim
typom q, resp. a.



Cislo sutaziaceho:

¥ Sl

o ...

Na obrazku 2 vidite mikroskopickd snimku, ktory zachytava Stadium zo zivotného cyklu
kvasinky Kluyveromyces lactis. Oznacte, ktoré tvrdenie/-ia o tomto stadiu je/su pravdivé:

A. Na obrazku su Styri bunky s rovhakym genotypom.
B. Bunky na obrazku su haploidné.

C. Bunky na obrazku su dvojjadrové.

D. Bunky na obrazku su vysledkom meidzy.

Po skonceni krajského kola Vas radi privitame v spolo¢nej diskusii o ulohach na platforme
Discord, na serveri “Biologicka olympiada”. Link najdete v autorskych rieSeniach.



