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14 Méreni schopnosti kvasinek flokulovat

Uvod

Kvasinky patfi celosvétové k  primyslové nejvyuzivanéjSim mikroorganizmim
(potravinafstvi, farmacie, rizné oblasti védy, techniky i mediciny, modelové organizmy, atd.).
Buiika kvasinek je eukaryotniho typu, ma ovSem silnou a pevnou bunécnou sténu tvofenou
prevazné glukany, glykozylovanymi proteiny (manany) a chitinem.

Flokulace je reverzibilni schopnost kvasinek tvofit vétsi celky, shlukovat se a nasledné se
rychle usazovat nebo stoupat na povrch média. Je ovlivnéna celou fadou faktort (kmen
kvasinek, médium, typ kultivace, Cas, pH, atd.). Objevuje se spontanné na konci kvasSenti,
usnadiiuje odstrafiovani bunck z fermenta¢niho média a tedy i vyrazné zlehCuje ziskavani
produktu, namisto pouziti filtrace. Pro pramyslové aplikace (pivovarnictvi, vinafstvi,
produkce bioetanolu a zpracovani odpadnich vod) je flokulace vitanou vlastnosti kvasinek.
Komponenty flokulace jsou bunééné stény kvasinek, tedy o-mannany, proteiny (Flop =
zymolektiny) a vapenaté ionty. Mechanizmus flokulace popisuje lektinova teorie z roku 1982,
podle které ,.&ni“ povrchovy protein (zymolektin) zbutiky a v piitomnosti Ca®* vaZe
cukernaté zbytky na povrchu sousedni buiiky. Tyto znalosti se vyuzivaji pii méfeni schopnosti
kvasinek shlukovat se (promyvani bunék ¢i pfidani vapenatych iontl). Pfidani cukru do
roztoku muize zablokovat lektiny pro vazbu na sousedni buniky a tedy i pro flokulaci. Je
znama 1 koflokulace mezi kvasinkami a bakteriemi.

14.1 Flokulac¢ni test — modifikovany Helmuv sedimentacni test

Princip metody

Principem metody je porovnani rychlosti sedimentace bun¢k v pfitomnosti a nepfitomnosti
dvojmocnych iontl. Proto jedna c¢ast narostlych bunék je promyta EDTA (kyselina
ethylendiamintetraoctova, Chelaton 2 - "sekvestruje", vyvaze ionty). Druhd ¢ast kultury je
naopak promyta roztokem obsahujicim Ca®". Rozdil vrychlosti sedimentace se stanovi
nefelometricky — stanoveni procenta flokulace.

Material a zafizeni

* Mikroorganizmy:
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces pastorianus

* Chemikalie a roztoky:
YPD médium (2% pepton, 2% D-glukéza, 1% kvasni¢ny extrakt; pH 6,34)
EDTA 50 mM, pH 7,0
promyvaci roztok — CaSO4 0,51 g/l
sedimentacni roztok - CaSOy4 0,51 g/l; octan sodny 6,8 g/l; kyselina octova

4,05 g/l; etanol 4% (v/v); pH 4,5

* Pristroje:
centrifuga, pH metr, vortex
spektrofotometr Spekol 20

Postup

Flokulaéni test je provadén s buitkami, které byly kultivovany po dobu 48, 72 nebo 96 hodin
pti 30°C za danych kultiva¢nich podminek (staticky nebo pfi tfepani 120kyvil) metodou dle
Lawrence a Smart (2007).



Bunky narostlé v 20 ml média centrifugujeme pii pokojové teploté¢ (5000 rpm, 10 min).
Supernatant odlijeme do sklenéné kadinky a zmétime pH. Sediment bunék resuspendujeme v
destilované vodé a nafedime na koncentraci bunék 10*/ml (odpovidd pfibliznd hodnotd
absorbance 1,700+0,050 na pfistroji Spekol 20 pii 620 nm). Ze suspenze odebereme 400 pl
do dvou zkumavek oznacenych A a B.

Suspenzi ve zkumavce A promyjeme 1 ml destilované vody a centrifugujeme (5000 rpm,
5 min). Sediment resuspendujeme v 1 ml 50 mM EDTA (pH 7,0), diikladné¢ promichame a
poté pieneseme 1 ml suspenze do 9 ml destilované vody. Po promichani pfeneseme
1 ml suspenze do 2 ml destilované vody a ihned zmétime absorbanci pii 600 nm (A).

Suspenzi ve zkumavce B promyjeme 1 ml promyvaciho roztoku a centrifugujeme (5000 rpm,
5 min). Sediment resuspendujeme v 1 ml sedimenta¢niho roztoku, fddné¢ promichiame a
pfeneseme 1 ml suspenze do zkumavky. Takto se vzorek ponechéd 20 min stat v klidu. Po této
dobé odebereme svrchnich 100 pl a pieneseme do 900 pl destilované vody. Ke vzorku
pridame 2 ml destilované vody a ihned zmétime absorbanci pii 600 nm (B).

Miru flokulace vypocteme podle vzorce:

A-B

%F = x100

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

Vyhodnoceni a zavér

Z namétenych hodnot vypocteme % flokulace pro jednotlivé kmeny v daném typu kultivace a
vytvofime tabulku (hodnoty od vSech skupin ve cvi€eni). Sestrojime graf, kde je osa x — kmen
kvasinek; osa y - % flokulace; vedlejsi osa y — pH a statisticky porovname ziskané vysledky
(zavislost flokulace na podminkéch kultivace a rozdil mezi studovanymi kmeny).
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