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Fermentace

Cile

Zalozeni kvasné kultury a sledovani zmén obsahu latek v priibéhu kvasného procesu.

Zadani nilohy

Zalozte experiment s kvasnou kulturou pekatského drozdi a sledujte zmény v obsahu latek v pribéhu
kvaseni.

Pomiicky

PASCO senzory: plynny oxid uhliéity (PS-2110), plynny kyslik (PS-2126A), ethanol (PS-2194), teplomér
(PS-2135), PASCO SPARK datalogger a pocita¢ se SW PASCO Capstone, popt. datalogger Xplorer GLX,
PASCO USB link (PS-2100A), kddinka 1000 ml, magneticka michacka a velké magnetické michadlo,
stojan a drzaky na dvé cidla, latexova rukavice, chemikalie (dest. voda, roztok 0,5 M sachardzy,

1% roztok ethanolu), biologicky material — pekafské drozdi (napt. FALA, 1 kostka tj. 42 g), popisovac
(lihovy fix), pracovni navod, pracovni list

Teoreticky 1ivod

Terminem fermentace oznacujeme jak klasické anaerobni kvaseni, tak ostatni aerobni mikrobialni
procesy. Jde o bézné procesy, pti kterych dochazi k pfeméné latek, nejcastéji ¢cinnosti mikroorganizm.
Studium kvaseni stalo u zrodu biochemie a nasledné biochemického oboru — enzymologie. Biochemie
je tak jako védni obor nedilné svdzana se jménem Eduarda Buchnera, ktery ziskal za sviij objev
,nebunécného kvaseni” v roce 1907 Nobelovu cenu.

Vyroba urcitych latek s vyuzitim fermentace je historicky velice starou zélezitosti. Napf. nalezy
kvasnych nadob na vino pochdzi jiz z neolitu (dnesni Iran, Hajji Firuz Tepe, 8500—-4000 let pf. n. 1.).
Kvasné procesy jsou velice intenzivné vyuzivany v potravinafstvi i dnes (pfi vyrobeé lihovin, piva, vina,
kyselého zeli, octa, kynutého tésta, ...).

Kvasinky jsou eukaryotické organizmy, které se pfi kultivaci rozmnozuji nepohlavnim (vegetativnim)
zplisobem. Drozd'drenské kvasinky maji typicky tvar vejcity az kulovity, podobné jako kvasinky
pivovarské ¢i lihovarské. Kvasinky se pouZzivaji v celé fadé dalsich odvétvi od pfipravy krmiv, hnojiv,
ke kompostovani, vyrobé bioplynu az tfeba po vyrobu léciv (napf. inzulin produkovany kvasinkami).
V nasem experimentu si zalozime kvasnou kulturu a budeme sledovat zmény obsahu latek v prabéhu
kvasného procesu s vyuzitim béznych pekatskych kvasnic, které obsahuji kvasinky rodu Saccharomyces
cerevisiae.

Zdrojem energie pro nasi kulturu bude sacharéza. Z této organické, energeticky bohaté, latky ziskavaji
nase kvasinky energii. Sachar6za se tim padem musi pfeménit na néjaké jednodussi latky. Konkrétné se
jedna o ethanol a oxid uhli¢ity. Souhrnné mtiZzeme tedy probihajici reakci zapsat:

C6H12O6 — 2 CH3CH20H +2 C02

Podrobnéji se na metabolické procesy podivame na nasledujicim schématu (viz obr. 1). Prvnim krokem
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Obr. 1: Zjednodusené schéma metabolizmu sacharidii, aerobni a anaerobni cesta

je stépeni sachardzy na dva monosacharidy. Glukdza se nasledné odbourava procesem glykolyzy.

V pritbéhu glykolyzy ziskdme urcité mnozstvi energie ve formé ATP a pyruvat (kys. pyrohroznovou).
V pripadé anaerobni cesty se v prvnim kroku pyruvat dekarboxyluje na acetaldehyd, coz obstara
enzym pyruvatdekarboxylaza. Druhym krokem je pak redukce acetaldehydu na ethanol, ktera se
neobejde bez enzymu alkoholdehydrogenazy a redoxniho koenzymu NADH.

Kvasinky maiji ale jesté druhou moZnost, protoze jsou takzvané ,fakultativné anaerobni”. To znamena,
ze v podminkdch s dostatkem kysliku mohou ziskavat energii podstatné efektivnéji (metabolizmus
probihd aerobné). V tomto pfipadé se pyruvat méni na acetyl koenzym A, ktery vstupuje do Krebsova
cyklu (cyklu kyseliny citréonové, CKC). Zde vznika opét urcity ekvivalent energie ATP a diky
dekarboxyla¢nim procesim také odpadni CO,. Hlavnim produktem, z pohledu ziskani energie, jsou
ale molekuly NADH, které dale vstupuji do dychaciho fetézce. Pravé zde vstupuje do reakce kyslik

a vznika ATP a voda.

Bezpecnost price

Pracujte peclivé a v souladu s pracovnim navodem. Dbejte zvySené opatrnosti a s chemikaliemi
zachazejte vzdy v souladu s instrukcemi na obalu. Nikdy nepipetujte tsty. V laboratofi pouzivejte
ochranné bryle, plast a pripadné dalsi pomticky v souladu se spravnou laboratorni praxi.

Postup prdce

Ulohu mtiZzeme rozdélit do dvou hlavnich &sti:
1) Pfiprava roztokd a fermentacni komory (viz ,P¥iprava tilohy”)
2) Sledovani priibéhu fermentace
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Obr. 2: Sestavend aparatura (varianta s dataloggerem SPARK)

Nastaveni HW a SW

1)
2)

3)
4)
5)

Ke svému pocitaci propojte pomoci USB kabelu datalogger PASCO SPARK.

Datalogger obsahuje jesté druhy USB port. Na ten pfipojte jesté PASCO USB link. (To neni
nutné, pokud pouzijete PASCO Xplorer GLX, ktery ma, na rozdil od SPARKu, ¢tyfi nezavislé
vstupy.)

Do vstupt pripojte ethanolové ¢idlo, ¢idlo kysliku a ¢idlo oxidu uhlicitého.

Teplotni ¢idlo pfipojte pfimo do malého vstupu na dataloggeru.

Tim mame piipojena vsechna ¢tyfi ¢idla, ktera budeme pouzivat.

Ptiprava méfeni

1)
2)
3)
4)
5)

6)

7)

Na pocitaci spustte aplikaci PASCO Capstone.

Otevrete soubor ch18-fermentace_sablona.cap. (Soubor je dostupny na portalu www.expoz.cz.)
Ve spodni casti okna SW Capstone nastavte parametr vzorkovaci frekvence Common Rate na 5 s.
Do kadinky nalijte 500 ml roztoku sachardzy, vhodte michadlo a kddinku postavte

na magnetickou michacku.

Do kadinky rozdrobte bali¢ek pekaiského drozdi a spustte magnetickou michacku. Zpocatku
mohou byt otacky vyssi, jakmile vznikne suspenze kvasinek, otacky sniZte.

Ke kadince pfisurite stojan s ¢idly umisténymi v latexové rukavici a posurite je do spravné
vysky. Pozor! AZ na teplotni ¢idlo musi byt vSechna cidla alesport 5 cm nad hladinou. Teplotni
¢idlo by naopak mélo byt ponofeno.

Zkontrolujte tésné umisténi cidel a pretahnéte okraj latexové rukavice pres horni okraj kadinky:.
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Vlastni méreni a zaznam dat

1) Vlevém dolnim rohu SW Capstone kliknéte na tlacitko Record.

2) Sledujte zmény na zaznamu v grafech (horni obsah kysliku a oxidu uhlicitého, dolni obsah
ethanolu a teplota).

3) Pokud nevyhovuje nastveni méfitek os y, mtiZete pouzit ikonku automatického nastaveni
méfitka v levém hornim rohu grafu.

a) V prfipadé, ze vySe uvedeny postup nevyhovuje, pouzijte k manualni tipravé os mys.
Najed'te na osu, chytnéte ji a tahnutim posurite (nahoru nebo dolit) na pozadovanou
pozici hodnot y. Méfitko upravite obdobné chycenim a tdhnutim za ¢iselné hodnoty
na ose.

4) Po deseti minutach ukoncete zaznam dat stiskem tlacitka Stop v levé dolni casti.

Analyza namérenych dat

Analyza dat spociva v prozkoumani zmén a jejich trendd v ramci hodnot zaznamenanych jednotlivymi
¢idly. Do vzdjemného vztahu je tfeba dat predevsim zmény v koncentraci oxidu uhli¢itého a ethanolu.
Zajimavy je také pohled na koncentraci kysliku anebo priibéh zmén teploty.

Informacni zdroje
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