Postup ¢. 2: Hodnotenie fermentovanych produktov

Gravimetrické stanovenie mnoZstva uvolneného CO2 (Laboratorny manuadl k predmetu
Mikrobioldgia str. 73 — 74)

- Banky otvorit a zvazit po fermentdcii

- Odpocitame rozdiel hmotnosti pred a po fermentacii

- Rozdiel ndm uddva mnozZstvo uvolneného CO2

- Pomocou stechiometrickych rovnic vypocitame skvasenu glukdézu v gramoch a mnozstvo
vytvoreného alkoholu v gramoch

. , 180 x g CO2
skvasend glukéza (v g) = —8s
, 92x g CO2
vytvoreny alkohol (v g) = —ag

- Intenzita kvasenia sa vyjadruje v % k povodnému mnozstvu cukru

Odmerat vytvorené mnozstvo EtOH — liechomerom a porovnat z prepoétom
Vysledok:

- stanovit mnoZstvo skvasenej glukdzy a vytvoreného alkoholu pomocou stechiometrickych
rovnic

- porovnat pouZité spdsoby zistovania mnoZstva etanolu a popisat ich vhodnost pouZitia

- mikroskopicky vysetrit sediment, vypocitat vitalitu kvasiniek a spojit tuto informaciu
s mnoZstvom vyprodukovaného etanolu a zmenami parametrov akymi boli teplota a pH

- porovnat vyprodukované mnozstvo etanolu medzi jednotlivymi variantami

- vysledky vplyvu teploty, vplyvu pH na produkciu etanolu a vitalitu kvasiniek by mali byt
spracované vo forme grafu

Determindacia koncentracie etanolu vo vodnych roztokoch titrachou metédou

Bezpecnost

Na cviCenie je potrebné si zabezpedit laboratorny plast. Roztok kyseliny dvojchromanu je potrebné
pripravit bezpecne. Vyplachovanie akejkolvek koncentracie kyseliny musi byt robené velmi opatrne.
Ber na vedomie, Ze prv ma byt do banky naliata voda a kyselinu pridavat do vody za konstantného
miesania. Banka sa bude mierne zahrievat.

Uvod

T4to metdda vyuZiva redoxnu titraciu pre detekciu koncentracie etanolu vo vodnych roztokoch.
Etanol je oxidovany na kyselinu etanovu reakciou s prebytkom dvojchromanu draselného v kyseline.

2 Cr,07% + 16 H* + 3C,HsOH > 4 Cr3 + 11 H,0 + 3 CH3COOH



Mnozstvo nezreagovaného dvojchromanu je potom zmerané pridanim iodidu draselného, ktory
rovnako oxiduje dvojchroman draselny za vzniku jédu.

2Cr3*+31,+7H0

v

Cr,0~ +14H " +6 1

Jéd je potom titrovany Standardnym roztokom tiosiranom sodnym a vysledok titracie sa pouzije na
kalkulaciu obsahu alkoholu vo vzorke.

2 52032' + 1, > S40g2° +2 I

Alkoholické napoje akymi su pivo, vino, cider a iné obsahuju okrem alkoholu aj iné oxidovatelné
substancie, ktoré mozu interferovat pri titracii. Preto je nutné vzorku umiestnit nad dvojchroman
draselny v oddelenych nadobach (vid. Obrazok). Voda a etanol sa pomaly odparuju a etanol
prichadza do kontaktu s dvojchromanom ako prvy, rozpusta sa v riom a ten ho oxiduje. Casom sa
odpari viac etanolu a nakoniec zreaguje vsetok etanol s dvojchromanom. Pre urychlenie reakcie je
nutné ponechat banku s odparujicim sa etanolom na teplejSom mieste pocas noci, zhruba 24 hodin.
Potrebné vybavenie

gumena zétka

250 ml kénicku banku s uzaverom (gumenou zatkou) /
Byretu

5 ml kadicku

10 ml a 1 ml pipetu so Spickami 250 ml banka

——— hék na zavesenie

Inkubator (30°C)

\
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roztok kyseliny

dvojchromanu \
[

Kyselina dvojchromanu draselného: 0,01 mol/I v 5,0 mol/I kyseliny sirovej. Pridat 125 ml vody do 500
ml banky. Opatrne pridat 70 ml koncentrovanej kyseliny sirovej za konstantného miesania. Roztok
chladit v studenej vode a pridat 0,75 g dvojchromanu draselného. Doplnit do 250 ml s destilovanou
vodou.

Potrebné roztoky

Roztok skrobového indikatora: (1 % roztok). Rozpustit 1 g rozpustného skrobu v 100 ml destilovane;j
vody. Pocas zahrievania miesat do tplného rozpustenia, z kalného roztoku do priehlfadného. Skrob
stekutie.

Roztok tiosiranu sodného: (0,03 mol/l). Pridat 7,44 g Na,S,03.5H,0 do 1 | banky, rozpustit pomocou
destilovanej vody presne po rysku.

Roztok iodidu draselného: (1,2 mol/l). Rozpustit 5 g KI v 25 ml destilovanej vody.

Postup prace:



Priprava vzorky:

Zriedit vzorku v pomere 1:20 v destilovanej vode (10 ml v 200 ml vody).

Titracia:

vk wnN e

premiestni 10 ml roztoku kyseliny dvojchromanu do 250 ml kdnickej banky so zatkou
napipetuj 1 ml zriedenej vzorky do malej kadicky, ktord bude umiestnena vo vnutri banky
zavesit malu kadi¢ku nad roztok dvojchromanu draselného v kyseline

ulozit banku do inkubatory na 24 hodin pri teplote 25-30°C

nasledujuci defi premiestnit banku a vyrovnat teplotu na izbovu, potom odstranit zatku

a vybrat vzorku v kadicke

oplachnut steny banky a doplnit 100 ml destilovanej vody a 1 ml roztoku iodidu draselného,
premiesat, farba sa zmeni na jantarovo hnedu

pripravit aj slepy pokus titracie, pridanim 10 ml kyseliny dvojchromanu draselného v banke,
pridat 100 ml vody a 1 ml roztok iodidu draselného a premiesat.

Naplnit byretu roztokom tiosiranu sodného a titrovat kazdu banku. Ked' sa jantarovo-hneda
farba roztoku zmeni na ZItu* ako bola na zaciatku, je potrebné pridat 1 ml roztoku skrobu

a pokracovat v titracii do straty modro-hnedo-Cierneho zafarbenia. Titrovat je potrebné
najprv slepu vzorku. Potom titrujeme vzorku.

Pozor: * - ak sa titracia z jantarovo-hnedej nezastavi na Zltej, ale sa odfarbi roztok do priehladnej
farby, nie je moZné titraciu vratit spit, existuje len jeden pokus, nebude tym padom mozné
dokonéit ulohu

Kalkulacia vysledku:

Slepy pokus nam napovie, kolko kyseliny dvojchromanu bolo na zaciatku experimentu. Ak nebol
pridany Ziaden alkohol, vSetok dvojchroman je pritomny. Slepy pokus je potrebny na porovnanie so
vzorkou.
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Zistit mnozstvo tiosiranu sodného potrebného na titraciu vzorky

Zistit mnozstvo tiosiranu sodného potrebného na titraciu slepej vzorky

Odcitat objem titrovaného tiosiranu sodného zo slepej vzorky od experimentélnej vzorky,
tento objem bude poutZity pre vypocet.

Vypocitat pocet mélov tiosiranu sodného v objeme pouZitom na titraciu

PouZitim rovnic, je potrebné zistit vztah medzi mélmi tiosiranu sodného a mdélmi etanolu
Ak 6 mélov S;0s% je ekvivalentom k 1 mélu Cr,07*

A 2 mély Cr,0+% su ekvivalentom k 3 mélom C,HsOH

Potom 1 mdl S;0:% su ekvivalentom 0,25 mdélom C,HsOH

Pouzit tento postup na vypocet mélov alkoholu vo vzorke

Pamataj na riedenie na zaciatku (1:20), vysledok je potrebné nasobit riedenim.
Konvertuj odpoved v méloch na liter na percentualny podiel alkoholu (gram na 100ml)

Mikroskopické vysetrenie sedimentu

Banku s kvasinkami dobre premiesat, kvoli homogenizacii kvasiniek v Stave
Na podlozné sklicko preniest pipetkou kvapku Stavy s kvasinkami
Pridat metylénovd modru



Prikryt krycim sklickom a pozorovat na 40 x

V zornom poli spocitat Zivé a mrtve kvasinky

Pozn: zivé sa metylénovou modrou nefarbia, mrtve sa farbia na modro

Vypocditat percento zivych a mrtvych

Spojit informaciu o vitalite s mnozstvom vyprodukovaného etanolu a zmenami parametrov
akymi boli teplota a pH

Vsetky vysledky prace prepoijit, dat ich do stvisu a vyjadrit grafmi



