7 HODNOTENIE METABOLICKEJ AKTIVITY
MIKROORGANIZMOV

Mikroorganizmy na svoj rast a rozmnoZovanie potrebuji mnoZstvo Zivin z prostredia, ktoré
rozkladaju, asimiluji a vyluéuju z bunky systémom mnohych chemickych a biochemickych
reakcii. Vysoka adaptabilita a ve'mi silny enzymaticky systém, ktory sa neustéle meni, pod
vplyvom prostredia, im umoziuje prezit' aj velmi extrémne podmienky. Najmi neustile sa
meniaci enzymaticky systém casto spdsobuje problémy pri identifikacii mikroorganizmov
apreto je potrebné ich sledovat za stanovenych podmienok. Metabolicka anajmi
enzymatickd aktivita sa vyuziva pri identifikdcii mikroorganizmy. K najddlezitejSim
sledovanym biochemickym znakom patri rozdielna schopnost’ degradovat’ rozne uhlikaté
zliCeniny, ako je utilizacia réznych sacharidov (sacharolytické), rozklad Skrobu
(amylolytické), celulozy (celolytické), pektinu (pektinolytické), bielkovin (proteolytické),
mocoviny (urobaktérie), triptofanu, peroxidu vodika a tukov. Zo zdravotného hladiska st
velmi dolezité mikroorganizmy ktoré enzymaticky rozkladaji krv anazyvaju sa
hemolytické. V diagnostike mikroorganizmov je velmi dolezité sledovat’ aké produkty
vytvéruju €1 uZ v aerébnych (dychanie) alebo anaerébnych podmienkach (anaerébne
dychanie, kvasenie).

7.1 Kvasenie

7.1.1 Etanolové kvasenie

Etanolové kvasenie je biochemicky proces, pri ktorom sa sacharidy skvasuju na oxid uhli€ity
a etanol podl'a sumarnej rovnice:

CsH1204 —==------ > 2CH3;CH,0H + 2CO; + energia

Etanol vznika zkyseliny pyrohroznovej vdvoch za sebou iducich reakciach.
Dekarboxylaciou kyseliny pyrohroznovej vznikd acetaldehyd ajeho redukciou etanol.
Redukujicu silu (redukéné ekvivalenty 2 H') prenasaji pyridinové nukleotidy (NADH+H"),
ktoré ich ziskali dehydrogenaciou glyceraldehyd-3 -fosfatu pri glykolyze.

Pdvodcami etanolového kvasenia su: Saccharomyces cerevisiae - pivna (pivovarska),
liehovarska, drozdiarenskéa kvasinka. Jej bunky su 6 az 10 pm Siroké.
Saccharomyces ellipsoideus - vinna kvasinka eliptického tvaru, ktorej bunky dosahuju dizky
4 a7 6 pm.

Nie vsetky kvasinky st schopné skvasovat’ cukry na etanol a oxid uhli€ity, niektoré
ich aerébne predychaji. Priamo skvasitelné st iba monosacharidy, di, tri az polysacharidy
musia byt najskor hydrolytické rozloZené na nizsie zlozky. Skvasenie cukrov kvasinkami sa

dokazuje potvrdenim tvorby plynu v Specidlnych skumavkéach ponorenych do Zivného
roztoku.

Sledovanie priebehu a produktov etanolového kvasenia
Material a pomocky:

Erlenmayerove banky (250 ml) s kvasnou zatkou, technické vahy, sladinové Zivné
médium[33], droZdie, potreby na pripravu preparatu,

Pracovny postup:
Do Erlenmayerovych baniek nalejeme 100 ml sladinového Zivného média a priddme 1
az 2 g lisovaného drozdia. Banky uzatvorime zatkou, zvaZime na vahach s presnostou
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0,01 g a inkubujeme v termostate pri 25 °C 2 az 3 dni. Vyvinu inych mikrébov bréni: vysoké
koncentracia cukrov, vznikajuci alkohol a anaerébne podmienky,

a, gravimetrické stanovenie mnozstva uvol'neného CO,. Po skonfenom kvaseni zvazime
znova kvasné banky. Rozdiel medzi pociatoénou a kone¢nou hmotnostou udédva mnozstvo
vyluceného CO,. Pomocou stechiometrickej rovnice vypocitame mnoZstvo skvaseného
cukru a vytvoreného alkoholu:

180 . g CO,
skvasend glukéza (v g) =
88
92. g COz
vytvoreny alkohol (v g) =
88

Intenzita kvasenia sa vyjadruje v % k pévodnému mnoZstvu cukru.

b, mikroskopické vySetrenie sedimentu na dne banky. Pripravime preparét vitélne sfarbeny
a zist'ujeme pritomnost’ kvasiniek; vyjadrime pomer Zivych a mrtvych buniek.Etanolové
kvasenie sa vyuziva pri vyrobe vina, piva, etanolu a v pekarstve (CO,).

A 0 5 b S

——




