Pokusy na doma: Ciperné kvasinky

Kvasinky miluji fepny cukr Cili sachardzu. Nez si ale na ném pochutnaji, musi ho rozstépit na
dva jiné cukry. Reakci obstarava enzym, ktery m{izeme pozorovat pfti praci diky specidlnim

papirkim z lékarny.

Cukr, kterym sladime, se odborné nazyva sacharéza. Rostliny ho vyrabéji spojenim dvou
molekul jednodussich cukr(l — glukdzy a fruktdzy. Sachardza slouZi rostlindm hlavné jako

ytransportni“latka, kterd putuje cévnimi svazky z fotosyntetizujicich listl do jinych organa.

Aby ovSem mohly tyto organy sachardzu vyuzit, musi ji nejdfiv rozloZit zpatky na glukdzu
a fruktozu. Totéz plati pro lidi, zvifata, houby i dal$i organismy, které si chtéji na tomto

rostlinném cukru pochutnat.

O preménu sachardézy na glukézu a fruktézu se stard enzym invertaza. Velice aktivni je

v kvasinkach — tedy v obycéejném drozdi.

Vhodné pro: starsi Skolni déti, studenty stfednich skol, dospélé.
ObtiZnost: stfedni

Naklady: stfedni, zhruba 200 K¢

Molekuldrni struktura kvasinkové invertdzy. Zdroj obrdzku RCSB Protein Data Bank (PDB ID
4EQV), na zakladé ¢lanku Sainz-Polo et al. (2013) J.Biol.Chem. 288: 9755, vizualizace NGL
Viewer, Rose et al. (2018) Bioinformatics doi:10.1093/bioinformatics/bty419. Volné dilo.
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Co budete potiebovat:
e pekarské drozdi (Cerstvé, NE susené),
e cukr krystal,
e 3 stejné velké Cajové Izicky,
e papirové ubrousky,
e bilou nesavou podlozku (plast, talif nebo podobné),
e 5 malych skleni¢ek ¢i podobnych nadob,
e 3 vétsi sklenice nebo hrnky o objemu zhruba 250 ml,
e kuchynskou odmérku na objemy do cca 500 ml,
e papirky pro stanoveni glukézy v moci (napfiklad Glukophan — k dostani v [ékarné),

e stopky pro méreni ¢asu nebo mobil se stopkami.

Postup:

1. Ve vétsi sklenici dikladné rozmichejte dvé vrchovaté ¢ajové Izicky drozdi se 100 ml

vody a nechte 30 minut stat pfi pokojové teploté.

2. Do druhé vétsi sklenice pripravte roztok sachardzy: 3 zarovnané ¢ajové Izicky cukru
krystal rozpustte v asi 150 ml vody a pak doplrite vodou na 200 ml. Mate-li kuchyriské

vahy s presnosti na gramy, mlzete misto méreni IZickami navazit 17 g cukru krystal.

3. Vezméte si 3 Cisté ¢ajové IZicky. Oznacte malé skleni¢ky a naddvkujte do nich drozdi,
sacharézu a vodu podle této tabulky. Na kazdou slozku pouZivejte jinou IZi¢ku, abyste

si napfiklad neznedistili vodu drozdim!

Nejdfiv do vSech sklenicek odmérte roztok sachardzy a vodu. Pak zamichejte drozdi
rozmichané ve vodé, které jste pfipravili v bodé 1, a rychle ho pfidejte do vSech
skleniéek, kde ma byt. Objemy v tabulce jsou v zarovnanych &ajovych Izickach.

Polovinu (tedy 0,5) ¢ajové Izicky odhadnéte.

oznaceni vzorku DS3 DSO0,5 S D3 DO,5
drozdi ve vodé 3¢. 1z 0,5 ¢. IZ. - 3¢. 1z 0,5 ¢. Iz
roztok sachardzy 3¢ 1z, 3¢ 1z, 3¢.1z. - -
voda - 2,5¢. 1z. 3¢.1z. 3¢.1z. 5,5¢. 1z.
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4. Vzorky v malych skleni¢kdch lehce promichejte a nechte stat pfi pokojové teploté.

Zapnéte stopky — pfesné Casovani dalSich krokd je duleZité!

5. V ¢ase 2 minuty (od zapnuti stopek) ponorte do kazdého ze vzorkd DS3 a DSO,5 jeden
papirek Glukophan pro stanoveni glukdzy v moci. Nechte ho v roztoku asi 1 sekundu,

pak ho vyjméte a osuste jeho hranu o ubrousek, abyste odstranili prebytecny roztok.

Papirek dejte na bilou podlozku a po 60 sekundach porovnejte jeho zbarveni se

stupnici na obalu. Stupnice udava koncentraci glukdzy v roztoku. Poznamenejte si

hodnotu, kterd se nejvic blizi barvé vaseho papirku.

Podrobnéjsi ndvod na pouZiti papirkt Glukophan najdete v jejich pfibalovém letdku.

U jinych typ( papirk( se mizZe postup lisit; fidte se instrukcemi vyrobce.

6. V Case 5 minut zmérte stejnym zplsobem koncentraci glukézy ve vsech vzorcich.

Vysledky:

Zapiste si koncentrace glukdzy v jednotlivych vzorcich a ¢asech.

oznaceni vzorku

DS3

DS0,5

D3

DO,5

koncentrace glukézy
v ¢ase 2 minuty

koncentrace glukézy
v ase 5 minut
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Vysvétleni:

Diky tomu, Ze lékafi a diabetici pouZivaji specidlni papirky pro méreni hladiny glukézy v moci,
muzeme si celkem snadno ukazat aktivitu kvasinkové invertazy. Papirky reaguji zménou
barvy pouze na glukdzu, na jiné cukry ne. Stanoveni koncentrace timto jednoduchym

zplUsobem sice neni moc presné, ale pro nase ucely staci.

Ve vzorcich DS3 a DSO,5 se sachardza rozklada na glukdzu a fruktézu velmi rychle. Glukéza je
obvykle detekovatelna uz pfi prvnim méreni po 2 minutdch. Po 5 minutach pak jeji mnozstvi

jesté vzroste.

Aktivita invertazy (a tedy koncentrace glukézy) je logicky vyssi ve vzorku DS3, kam jsme

pridali 6x vic drozdi nez do vzorku DSO,5.

Vzorky S, D3 a D0O,5 nam slouzi jako kontroly. Neméli bychom v nich pomoci papirk( zjistit
zadnou glukdzu. Pokud to tak je, mame jistotu, Ze glukdza nebyla v drozdi ani v roztoku
sachardzy pred za¢atkem pokusu a také Ze se béhem experimentu neuvolfiovala z kvasin-
kovych bunék nebo se netvofila rozkladem sacharézy bez Géasti enzymu. Vime tedy, Ze jsme

méili pouze glukdzu, ktera vznikala ¢innosti invertazy.

Tipy a triky:

- Pokud vas experiment zaujal, mGzete ho zopakovat také s nizsSimi nebo vyssimi koncen-
tracemi drozdi a sachardzy. Kdyz pouZijete hodné nizké koncentrace, mlze papirek po
5 minutach detekovat jen velmi malo glukdzy, nebo dokonce viibec Zadnou. V takovém

pripadé zmérte jeji hladinu znovu za delsi dobu, napfiklad v ¢ase 10 nebo 15 minut.

- Papirky na méfeni glukézy maji jen orientaéni stupnici koncentraci. Casto se vam muze stat,
Ze zbarveni papirku bude zhruba ,,na pul cesty” mezi dvéma hodnotami ze stupnice na obalu
a bude tézké rozhodnout, ke které z nich je bliz. Pak si radéji zapiste, Ze je vysledek mezi

pfislusnymi koncentracemi (napf. 100-300).

- Méfeni aktivity invertazy je u kvasinek z pekarského drozdi pohodIné diky jedné zvlast-
nosti. Jejich invertaza ,sedi“ na povrchu bunék (presnéji v bunécné sténé), a rozklada tak
sachardzu pfimo v roztoku, v némz kvasinky plavou. Urcit koncentraci vznikajici glukdzy

v roztoku je pak velmi snadné.

Obsah tohoto dokumentu, s vyjimkou obrdzku na prvni strdance, je Sifitelny za podminek
licence CC BY-SA 4.0 (Creative Commons Uvedte plvod-Zachovejte licenci 4.0 Mezindrodni).
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