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Spdsob urZovania celulolytickej aktivity
bachorovych baktérii

(57) podstatoy riedenia je pridanie
riedkeho celulozového gélu s naviaza-
nym grafitom alebo 2ivoli¥nym uhlim do
angerdbneho bujdnu, obsahujGceho celo-
bidzu v mnoZstve 0,01 a% 0,05 dielov
hmotnostn¢ch, bachorovd tekutinu
v mnolstve 5 aZ 30 dielov hmotnostn¢ch
a minerdlie v mnoZstve 1 aZ 15 dielov
hmotnostnych a 24 a%¥ 48 hodinové inku-
bécia testovaného kweha pri 35 OC a%
45 Oc, pridom celulolytické aktivita
se prezavi uvolnenin grafitu alebo

2ivody

neho uhlia do média.
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Vvynélez sa tyka nového spSsobu urlovania cclulolytickei'aktlvitf bachorovyech
baktéril, .

v stGdasnosti poutivany klasicky spSsob urlovania celulolytickej aktivity bachoro-
vich baktérif, podstatou ktorého je od¥itavanie zon utilizovanej amorfnej celuldzy
je pomerns nérolny na Sas & je pracny, Okrem toho vytaduje velké mikrobiologické sko-
senosti pri od¥ftavani reakoif. velky pokrok znamenajt systémy, v ktorych na amorfnd
celuldzu je naviazané farbivo, napriklad Biely a kol. 1985, Anal, Biochem. 144, 142«
146 bolo vyvinuté nové médium pre detekciu celuldzovej aktivity podstatou ktorého je
na hydroxyetyloeluldzu naviazané farbivo trojsodné sol 2-chldre4eN-etyl-n-fenylamino)-
-e-[ﬁ-mety1~2-au1foben26n-1-azo-z-(1-hydroxy-3 o-biasulfonaft-l-yl)anlnq}-l, 3, 5=
~triazin(Ostazin Briliant Red). Toto velut prqgraoivne médium m4 vBak. pri diagnostike
+ celulolytickych bachorovyeh bakqéril nevghodu v tom, 2e jeho farabnost sa kryje
8 1ndtk6torom redox potencidlu. resazurinom. Pri jeho pouifvani nie je moina kontrola
redox potencisdlu pripravenej %fivnej pSdy, Podobné nevghodu vo farebnosti naja aj
priesvitné gély z hydroxyetylceluldzy, podstatou ktorgch .je ich rozptidtanie sa pdso-
benim celuldz, Gély sd viak pri diagnostike eolulolytlckoj sktivity bachorovfch bak-
térif v tmavo sfarbenej plde taliie viditelns, Slabo pozitivna reakcia sa neds oddi-
tat bez otvorenia skomavky. Kvantitativne, colulolyelcka aktivitu bachorov§ch bakté-
rif je mo¥né stanovit metSdou redukujdcich cukrov uvolRovangch z rozpustnej celuldzy,
napriklad pomocou kyseliny 3,3-dinitrosalicylovej. Tato metdda je viak pri velkom
podte kmefiov bachorovgch baktéri{ pomerne précna,

vyBsie uvedené nedostatky .sG odstrénené epdsobom urfovania celulolytickej akti-
vity bachorovfch baktérif podla wvynélezu, ktorého podstata spo&iva v tom, e riedky
gé1 z rozpustnej celuldzy s naviezanywm grafitom alebo fivoSi¥nym uhlim sa pridé do
anaerbbneho bujbnu obsahujtoeho ‘celobibzu v mnotstve 0,01 a 0,05 dielov hmotnostn¢ch,
bachorovd tekutinu v mnoZstve 8 aX 30 dielov hmotnostnfyoh a minerdlie najmd hydrogen-
fos forenan draseln¢, chlorid sodn¢, siran ambony, dihydrogenfoofore&nan draselny,
chlorid vépenaty, siran horelnaty v mnoZstve 1 a¥ 15 dielov hmotnostnych, naodkuje
sa testovany kmeh a po 24 a% 48 hodinovej inkubdcii pri teplote 38 %c a¥ 45 % pozi-
tivnou celulolytickou aktivitu indikuje do média uvolneny grafit alebo Zivogi¥ne uhlie,

Hlavnou v¢hodou tohoto nového spSsobu je jednozna&né uréovanie pozitivnej alebo
negativnej reakcie pri diagnostike celulolytickych bachorovych baktérif pri zachovant
podmienky kontroly redox potensislu fivnej pSdy. Dalsimi v9hodem£ sG malé pracnost
ako aj mals ndrodnost na laboratérne vybavenie.

Priklad 1

Rozpustnd celuldza sa rozpusti v winimélnom mnoZstve vody a k 10 ml tohto roz«
toku sa pridé 5 ml 5 N hydroxidu sodného., Po vytemperovani na 50 O ss pridé 500 mg
grafitu a za stéleho pretrepsvania sa pridé 8 ml epichlérhydrinu. Po vychladnut{ sa
gél premyje a rozstrihd na malé kdsky a nadévkuje do penicilinick s modifikovanym
anaerdbnym bujénom obsahujtein 0,05 dielov hmot, celobidzy, dalej 20 dielov hmot,
bachorovej tekutiny a 15 dielov hmot., minerdlif. Po naokovani testovaného celuloly-
tického kmefa Bacteroides succinogenes a -nagledovne} 36 hodinovej inkubécii pri 37 ¢
pozitivau reakciu indikuje do média uvolneny grafit,

Priklad 2

Premyty a rozntrihan9 gél pripravon9 ako v priklade 1, sa pridd do peniciliniek
s modifikovanym anaerbbnym bujénom obsahujGeim 0,01 dielov hmot. celobidzy, 10 dielov
hmot, bachorovej tekutiny a 7,5 dielov hmot. minerélif. Po nao¥kovanf kmefia Rumino-
coccus albus a nasledovnej 48 hodinovej inkubdeii pri 37 %, celulolyticke aktivitu
indikoval do média uvolnen¢y grafit,
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Do bujdnu poutits zmes minerdlif mé napr. zloZenie;

hydrogenfosforednan draselny¢ K HPO 0,6 dielov hmot,

4
chlorid sodn¢ NaCl 1,2 dielov hmot,

siran amdnny /NM,/,S0, 1,2 dielov hmot,

dihydrogenfosforednan draselny KH, PO 0,6 dielov hmot,

4
chlorid vépenaty caclz 0,12 dielov hmot.

siran horetnaty heptahydrét ‘ 0,25 dielov hmot,
MgS04 - 7m0

PREDMET VYNALEZU

Spdsob urdovania celulolytickej aktivity bachorovych baktérii, vyznalujaci sa
tym, %e sa riedky gél z rozpustnej celuldzy s naviazanym grafitom alebo %ivodifnym
uhlim pridé do anaerdbneho bujbnu obsahujtGeeho celobidzu v mnoZstve 0,01 a% 0,05
dielov hmotnostn¢ch, bachorovG tekutinu v mno¥stve 5 a% 30 dielov hmotnostnych a mi-
nerdlie, najmd hydrogenfosforéahan draselny, chlorid sodn¢, siran ambnny, dihydro-
genfosfore&nan draselng¢, chlorid vépenaty, siran horelnaty, v mnoZstve 1 aZ 18 dielov
hmotnostnych, testovany kmef sa naotkuje a po 24 a% 48 hodinovej inkub&cii, pri tep-
lote 38 % a% 48 %, pozitivnu celulolytické aktivitu indikuje do média uvolnen¢
grafit alebo 2ivoS{¥ne uhlie,
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