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Kvasinky

heterotrofni eukaryotni organismy

netvori jednotnou tfaxonomickou skupinu (asko-, basidio-, deuteromycety)

dle Grama se barvi jako 6+, ale bunécna sténa obsahuje chitin,
manan, glukany, proteiny ('redy nejsou Gram-pozitivni)

maji schopnost zkvasovat mono-, di-, nebo trisacharidy na ethanol a
CO,; vetsinou fakultativné anaerobni

nizka teplotni odolnost (usmrceni pfi 2-5 minutovém zahFivdni na 56°C)

tvorba spor (4, 8 i 16)




Kvasinky

« Siroké vyuziti
(potravindrstvi, farmacie, medicina, modelové organizmy, atd.)

* ale i patogenni kvasinky

« genom - 1. osekvenovany eukaryoticky organizmus
— 8. cerevisiae 12 Mb, 16 chromozomu (1996)
— 8. pastorianus 25 Mb, 36 chromozomt (2009, prumyslovy kmen)




Vyuzivané kvasinky

800 znamych druhd




Pivovarské kvasinky

kulturni kvasinky pouZivané k produkci spodné i svrchné kvasenych
piv

technologicky odlisné druhy S. pastorianus (spodni kvasinky)
a S. cerevisiae (svrchni kvasinky)

hybridni, polyploidni (tri- ¢i tetraploidni), ¢asto i aneuploidni
mikroorganizmy

vy poCet kopii nékterych genli — vétsdi genetickd a biochemickd
flexibilita (schopnost prizpusobit se stresujicim technologickym
podminkdm)

tolerance ke chmelovym latkam, nizké teploté, primyslovym strestm




Minerals, vitamins : 7%
Glucides : 40%

Bunka kvasinek

Lipids : 4%
Proteins : 49%

— Bud (49)

Peripheral membrane
proteins (400)

Microtubule (3)

Golgi apparatus (157)
Mitochondrion (394)
Endosome (109)

Nucleus (112)

ER (307)

Lipid granule (31) Vacuolar membrane (170)

Peroxisome (37) ~q1wall Plasma
(44) membrane (226)

http://uregina.ca/~babu200m/




Bunééna sténa

odliSné sloZeni od prokaryot (bakterii)lll
tvorba jizev - puceni (chitin)

shlukovani (i s bakteriemi), rozpoznavam bunék opacného
pdrovaciho typu, prilnavost k povrchim, ..

polysacharidy (p-1,3-glukan, p-1,6-glukan)
glykozylované bilkoviny (manoproteiny) chitin

po odstranéni vznikaji protoplasty
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Flokulace kvasinek

. ovlivnéna celou radou faktoru
kmen kvasinek, médium, typ kultivace, Cas, pH...

« komponenty flokulace:

bunécné stény kvasinek
(a-mannany, proteiny - Flop = zymolektiny a Ca2+ ionty)

* mechanizmus flokulace: , povrchovy protein (zymolektin) &ni
z buriky a v prfitomnosti Ca?* vaze cukernaté zbytky
na povrchu sousedni bunky”

- mereni schopnosti kvasinek shlukovat se
promyvani bunék ¢i pridani vapenatych iont
pridani cukru?

 koflokulace




Flokulacni test
modifikovany Helmulv sedimentacéni test

porovnani rychlosti sedimentace bunék v pritomnosti a nepritomnosti Ca2+

iontu

Saccharomyces
cerevisiae RIBM 139

| cast
narostlych buneék je
promyta EDTA (kyselina
ethylendiamintetraoctovi,
Chelaton 2 -
vyvaze ionty

Saccharomyces
pastorianus RIBM 95

Kultivace: 25°C
a)Trepana
b) Staticka

Il Cast
kultury je naopak
promyta roztokem
obsahujicim
caZ+

Rozdil v rychlosti sedimentace se stanovi nefelometricky —

stanoveni procenta flokulace




Material a zarizeni

e Chemikalie a roztoky:
YPD médium (2% pepton, 2% D-glukdza, 1% kvasni¢ny extrakt; pH 6,34)
EDTA 50 mM, pH 7,0
promyvaci roztok — CaSO, 0,51 g/
sedimentacni roztok - CaSO, 0,51 g/|; octan sodny 6,8 g/I; kyselina octova
4,05 g/l; etanol 4% (v/v); pH 4,5
e Pristroje:
centrifuga, pH metr, vortex
spektrofotometr Spekol 20




Postup

* Bunky (20 ml) centrifugujeme 5000 rpm; 10 min
* Supernatant odlijeme do sklenéné kadinky
 Sediment bunék resuspendujeme v destilované vodé

* Sediment nafedime na koncentraci bunék 103/ml (A= cca 1,700+0,050 );
Spekol 20/620 nm)

e Ze suspenze odebereme 400 pl ve 3 opakovanich do zkumavek oznacenych
AaB

Suspenze ve zkumavce A

promyjeme 1 ml destilované vody a centrifugujeme (5000 rpm/5 min)

*sediment resuspendujeme v 1 ml 50 mM EDTA a ddkladné promichame

*poté preneseme 1 ml suspenze do 9 ml destilovaneé vody, promichame

‘pfeneseme 1 ml suspenze do 2 ml destilované vody a ihned zméfime A pfi 600 nm (A)

Suspenze ve zkumavce B

spromyjeme 1 ml promyvaciho roztoku a centrifugujeme (5000 rpm, 5 min)

*sediment resuspendujeme v 1 ml sedimentacniho roztoku, fadné promichame

*1 ml suspenze pfeneseme do zkumavky; takto se vzorek ponecha 20 min stat v klidu
*po této dobé odebereme svrchnich 100 pl a preneseme do 900 ul destilované vody
ke vzorku pridame 2 ml destilované vody a ihned zméfime absorbanci pfi 600 nm (B)




Miru flokulace vypocteme podle vzorce:

%FEA;meo

kde A =absorbance vzorku ze zkumavky A
B = absorbance vzorku ze zkumavky B.

Vyhodnoceni a zaver

 Znamérenych hodnot vypocteme % flokulace pro jednotlivé kmeny
v daném typu kultivace a vytvorime tabulku (hodnoty od vSech skupin ve
cvieni). Sestrojime graf, kde je osa x — kmen kvasinek; osa y - % flokulace;
vedlejSi osa y — pH a statisticky porovname ziskané vysledky (zavislost
flokulace na podminkach kultivace a rozdil mezi studovanymi kmeny.




