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Teoreticko-prakticka ¢ast

Prakticka uloha ¢. 1

Téma: Vyziva a metabolizmus cukrov u kvasiniek

Kvasinka pivna (Saccharomyces cerevisiae) je jednobunkova huba, ktord ma nezastupitelné
miesto v mnohych kvasnych procesoch pri vyrobe potravin a napojov v potravinarskom
priemysle. Vdaka jej nenarocnej kultivacii sa stala jednym z modelovych organizmov pre
studium eukaryotickych buniek. V dnesnej ulohe si vyskusate pracu s nimi a pozrieme sa aj
na zakladné biochemické procesy spojené s ich metabolizmom cukrov.

V praktickej Casti tejto ulohy sme si pre vas pripravili tri r6zne roztoky oznacené A, B,
C. Su to roztok glukdzy, roztok Skrobu a pitna voda. Vasim cielom je experimentalne urcit, aky
roztok sa skryva pod akym oznacenim.

Pomocky: svetelny mikroskop, skumavky 3ks, stojan na skimavky 1ks, Petriho miska 1ks,
plastové pipety 4ks, podlozné sklicko 3 ks, krycie sklicka, fixka, vodny kupel

Chemikalie: roztoky A, B, C, Lugolov roztok

Biologicky material: suspenzia kvasiniek S. cerevisiae

Ak vam ¢okolvek zo zoznamu chyba, ihned na to upozornite dozor v laboratoériu.
Postup pripravy vzoriek:

1. Napipetujte 1T ml suspenzie kvasiniek do kazdej z troch skimaviek.
Do kazdej skumavky napipetujte 3 ml jedného z roztokov A, B, C.

Nezabudnite si skimavky oznadit, aby sa vdm nepomiesali.

VZzdy pouzite Cistd pipetu, aby ste si nekontaminovali roztoky alebo skimavky so
vzorkami.

3. Obsah skumavky premiesajte jemnymi udermi o hranu vasej ruky.
4. Ulozte skumavky do vodného kupela.
5. Skumavky s vasimi vzorkami nechajte stat minimalne 30 minut.

Pozorovanie vzoriek:

1. Z kazdej odstatej vzorky si pripravte mikroskopicky preparat. Na podlozné sklicko
pridajte pipetou kvapku vzorky a prikryte krycim sklickom.
Nezabudnite si ich oznadit.

2. Preparaty pozorujte pod svetelnym mikroskopom.
Zakreslite a zapiSte vasSe pozorovanie. Ako vyzeraju bunky v jednotlivych preparatoch?
Prebiehaju v nom nejaké dobre pozorovatelné procesy?

Test pritomnosti Skrobu:

1. Na Petriho misku kvapnite dostato¢ne daleko od seba po priblizne troch kvapkach
z vasich vzoriek. Rozmiestnenie si poznacte.

2. Ku kazdej vzorke pridajte kvapku Lugolovho roztoku. Pozorujte zmeny sfarbenia
vzoriek a zaznamenajte ich. Lugolov roztok zmeni svoju farbu v pritomnosti Skrobu
z oranzovo-hnedej na modru az fialovu.




Prakticka cast
Vzorka A
Nakres:

Vzhlad a aktivita buniek:
Reakcia s Lugolovym roztokom:

Zvacsenie:

Vzorka B
Nakres:

Vzhlad a aktivita buniek:

Reakcia s Lugolovym roztokom:
Zvacsenie:

Vzorka C
Nakres:

Vzhl'ad a aktivita buniek:

Reakcia s Lugolovym roztokom:
Zvacsenie:



Vyhodnotenie vysledkov praktickej ¢asti tlohy

Na zaklade vasich experimentov priradte obsah roztoku k ich znaceniu:
Roztok A:

Roztok B:

Roztok C:

MozZnosti: roztok glukézy (2 %), roztok skrobu (1 %), pitna voda

Teoreticka ¢ast

1) Birkerova komérka je S$pecidlna pomodcka na pocitanie koncentracie buniek
v suspenziach. Sklada sa z modifikovaného podlozného sklicka, na ktorom je po zvacseni
pod mikroskopom viditelna mriezka a skrutiek na prichytenie krycieho sklicka. Na
mriezke rozoznavame velké $tvorce s dizkou strany 0,2 mm, malé Stvorce s dizkou strany
0,05 mm a obdfiniky s rozmermi stran 0,2 mm a 0,05 mm. Samotna komérka ma hibku
0,1 mm. Ak spocitame pocet buniek v objeme tychto utvarov, dokdzeme vypocitat
koncentraciu buniek v pripravenej suspenzii.

Vypocitajte koncentraciu buniek v suspenzii pouzitej na vyrobu preparatu na obrazku. Na
vypocet pouzite Stvorec so stranou 0,2 mm. Deliace sa bunky sa pocitaju ako jedna.
Svoj vysledok uvedte ako pocet buniek na liter suspenzie.

Koncentracia buniek v suspenzii:

2) Svasim kamaratom chemikom ste sa rozhodli vykonat dalSie experimenty s kvasinkami.
Chceli ste porovnat Ucinok roztoku sacharézy a glukdzy na kvasinky. Pripravili ste dve
skumavky so suspenziou kvasiniek. Do jednej zo skimaviek ste pridali roztok glukézy, do
druhej roztok sacharézy. Po istom Case ste pozorovali vase vzorky pomocou mikroskopu.
Zistili ste, Ze v oboch roztokoch kvasinky intenzivne pucali. Nemali ste ich ani oznacené,
preto ste ich nedokazali odliSit. V4s kamarat vSak dostal napad anavrhol vykonat
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3)

jednoduchu oxida¢no-redukénu reakciu, ktora sa pouziva na dbkaz redukujucich
sacharidov v roztoku.

Z vasSich vzoriek ste odobrali par kvapiek do skumaviek a pridali ste do nich Fehlingovo
¢inidlo. Skumavky ste dali do vodného kupela, aby ste reakciu urychlili. Fehlingovo Cinidlo
sa skladd z dvoch roztokov: roztoku pentahydratu siranu mednatého (modrej skalice)
aroztoku hydroxidu sodného svinnanom sodno-draselnym. Principom Fehlingovej
reakcie je redukcia mednatého kationu Cu® na medny kation Cu'™, ktory sa vyzraza ako
oxid medny. V pritomnosti redukujuceho sacharidu vznikne v roztoku oranzova zrazenina.
Redukujuce ucinky maju sacharidy volnu poloacetalovu skupinu. Ukazka poloacetalovej

obsadena poloacetélova skupina
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skupiny na molekule maltézy ako aj chemické vzorce glukézy a sachar6zy sa nachadzaju
pod tymto textom.

Zakruzkujte spravne tvrdenie:

A. V ani jednej skimavke sa nevytvori oranzova zrazenina.

B. V oboch skimavkach sa vytvori oranzova zrazenina.

C. V skumavke obsahujucej glukozu sa vytvori oranzova zrazenina.

D. V skumavke obsahujucej sachardzu sa vytvori oranzova zrazenina.

Chceli ste porovnat, ¢i ma koncentracia cukru v roztoku vplyv na S. cerevisiae. Pripravili
ste dva roztoky glukézy s réznymi koncentraciami. Koncentrovanejsi roztok ste pripravili
pridanim 2 g glukézy na 100 ml vody a menej koncentrovany roztok pridanim 0,1 g na 100
ml vody. Do kadiCiek s roztokmi ste pridali suspenziu kvasiniek a otvorené ste ich nechali
stat na teplom mieste tyzden. Obe kadicky boli zakalené, na hladine bola pena, ktora bola
tvorena produktom metabolizmu kvasiniek. Z kadicky s koncentrovanejSim roztokom
cukru sa Siril zapach alkoholu, z druhej nie.

V pene na hladine kadiciek sa hromadil plyn, ktory je produktom metabolizmu kvasiniek.
Aky to bol plyn?



4) Glykolyza predstavuje zakladni metabolickl drahu, vd'aka ktorej zivé organizmy ziskavaju
energiu. Jej podstatou je ziskavanie energie rozkladom glukézy pomocou
biokatalyzatorov, ktoré nazyvame enzymy. Ziskana energia chemickych reakcii sa uklada
do zluceniny ATP (adenozintrifosfat), konkrétne do jej makroergickych vazieb medzi
fosfatovymi skupinami. Na to, aby bunka dok&zala z glykolyzy ziskat energiu, musi ju
v istych krokoch aj minut.

Kvasinky su pre potravinarsky priemysel vyznamné pre dva procesy: vyroba kysnutého
cesta a alkoholu. Vo volnej prirode sa kvasinky vyskytuju najma na zrelom ovoci, kde
sutazia o zdroje Zivin s mnohymi inymi hubami a baktériami. Ich schopnost produkovat
etanol z kyseliny pyrohroznovej moze byt désledkom tejto konkurencie. Etanol je skodlivy
pre zivé organizmy vratane samotnych kvasiniek od istej koncentracie vich prostredi,
priblizne v rozpéati 11 — 15 %. Reakcie, ktorymi kvasinky syntetizuju etanol su reverzibilné,
ako mézete vidiet na prilozenom obrazku. Dokazu z etanolu opét vyrobit pyruvat, ktory
dalej bunka dokaze premenit na acetylkoenzym A, ktory vyuzivaji mitochondrie
v Krebsovom cykle.
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Oznacte spravne tvrdenia na zaklade textu a schém:

A. Pri premene fosfoenolpyruvatu na pyruvat bunka ziskava energiu.

B. Laktat vznika z pyruvatu redukciou.

C. Etanol a laktat maju rovnaky pocet uhlikov.

D. Zjednej molekuly glukézy mozeme ziskat dve molekuly acetylkoenzymu A.

Zhrnutie

Na zaklade vasich experimentov, predoslych teoretickych uloh a vasich znalosti oznacte
tvrdenia ako spravne alebo nespravne:

Tvrdenie spravne nespravne
S. cerevisiae nedokazu spracovat sacharézu ako zdroj energie.

S. cerevisiae dokazu samostatne spracovat Skrob a ziskat
z neho energiu.

Miera vegetativneho rozmnoZovania kvasiniek dokaze posluzit
ako ukazovatel obsahu vyzivnych latok v ich prostredi.

S. cerevisiae dokazu produkovat etanol len v podmienkach bez
pritomnosti kyslika.

Ak maju S. cerevisiae dostatok zdrojov v prostredi, glykolyza je
ich hlavhym zdrojom ATP.

Etanol moze byt pre S. cerevisiae zdrojom energie.

S. cerevisiae su schopné Zit vyhradne v aerébnych podmienkach.

V pripade nedostatku glukézy v prostredi S. cerevisiae produkuju
z pyruvatu miesto etanolu acetylkoenzym A.

S. cerevisiae dokazu rozkladat monosacharidy a disacharidy, ale
nie polysacharidy.

V procese glykolyzy sa spotrebuje rovnaké mnozstvo energie
ako sa ziska.

Z hladiska mnozstva produkovaného ATP je vyhodnejsie pre
bunku produkovat acetylkoenzym A ako etanol.

Etanol mo6zZe spoOsobit chemicki denaturdciu proteinov
a poskodenie biologickych membran.




Priestor pre spatnu vazbu:

Zdala sa ti Uloha tazka? Co sa ti na nej pacilo/nepéacilo?



