Pozorovani kvasinek, vitalni test

Cil: Vitalni test — pocitani zivych a mrtvych bunéek
Stanoveni % prezivajicich bunék

Vitalni test
- slouzi ke zjisténi okamzitého stavu populace
= % zivych a mrtvych bunék
(kontrola kvasinek béhem technologického procesu)

- propustnost membran mrtvych bunek pro netoxicka barviva
(metylénova modr)

— tabulka (Cas, pocet zivych a mrtvych bunék v 10-ti polich)
graf — zavislost prezivajicich/mrtvych bunék na Case



Primé stanoveni poc¢tu bunék

mikroskopicky v Burkerové komurce
(sklenéna destiCka s pocCitaci mfizkou)

prostor mezi podloznim a krycim sklickem ma u ruznych komurek
ruznou hloubku a je na komurce vzdy vyznacen, plocha Ctverecku je
0,0025 mm?

pfi stanoveni pocCtu bunék nejdfive ze znamé hloubky komurky
dopocCitame objem vzorku ve CtvereCku a nasledné pocCet bunék
prepocCitame na 1 ml



Blirkerova komurka
(sklenéna destiCka s pocitaci mrizkou)

Il PocCitat jen 2 strany — levou + horni

nebo spodni + pravou




Kvasinky

heterotrofni eukaryotni organismy

dle Grama se barvi jako G+, ale BS obsahuje chitin, manan,
glukany, proteiny

maji schopnost zkvasovat mono-, di-, nebo trisacharidy na ethanol a
CO,

jednobunécné, pseudomycelium i mycelium

vétSinou nizka teplotni odolnost (usmrceni pfi 2-5 minutovém
zahfivani na 56°C), spory jsou nepatrné odolngjsi






Vyuziti
e potravinarstvi (pivo, vino, pekarské drozdi, krmna biomasa)

« etanol (Pichia, Candida, Kluyveromyces, Issatchenkia, Rhodotula,
Zygosaccharomyces, Clavispora, Debaryomyces, Metschnikowia,
Cryptococcus, Monilia)

* GMO - rekombinantni proteiny
(HBsAg — vakcina; Pichia pastoris)

 modelovy systéem (S. pombe, S. cerevisiae, Y. lipolytica) — bunécny
cyklus, biofilm, nadory, metabolizmus Iéku, sekreCni drahy

Patogenita
« Candida,Cryptococcus, Malassezia a Trichosporon
« alei Geotrichum, Rhodotula, Saccharomyces, Hansenula anomala



Vyroba piva
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Bunécény cyklus u kvasinek
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Zivotni cyklus
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Saccharomyces

Saccharomyces cerevesiae



Saccharomyces




Candida



Schizosaccharomyces pombe

DIC imoeeof Simemiacells cell cycle arrest_l:auses cell
elongation

when you stain DNA and cell when the cell cycle is
wall arrested




Yeast PEE!_

The alcohol you like to drink is yeast pee, a
waste byproduct produced by yeast
through the process of fermentation! The
image shows a yeast cell budding off an
"offspring," as well as the cells relieving
themselves of their waste alcohol.




Postup

« Ze suspenze bunek pipetovat 1 ml do sterilni vody
« Z naredéne suspenze pipetovat 1 ml do kazde ze 4 zkumavek
« Vzorky budou zahrivany pfi 60°C po dobu 0; 7; 14 a 21 min

« Stanoveni pocCtu mrtvych a zivych bunék v Burkerove
komurce (nanést kapku suspenze do komurky, pfikryt krycim
sklickem, k okraji prikapnout methylenovou modr, na opacné
strane ji odsat filtraCnim papirem)

* Po 2 min se bunky usadi, mrtvé jsou obarveny modre

* Pozorujeme pri zvetseni 400x

« Spocitat mrtvé namodralé a zivé nezbarvené bunky
min. v 10-ti CtverecCcich

« Postup opakovat pro kazdy Cas

« Z hodnot vytvorit tabulku a graf zavislosti prezivsich bunék na
case (celkovy pocet bunék — ¢as 0 min)



