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Usporadani vasi fermentace

Ptelozila Zdena Tejkalova

Pro provedeni nasledujicich aktivit bude kazda skupina potiebovat ptiblizn€ 200 ml
zkvageného mostu, 200 ml hroznové §tavy a 50 ml vina. Stava z &ervenych hroznt a
cervené vino jsou zajimavéjsi nez bilé, protoze citlivost pigmentt na pH zptisobi
zménu barvy béhem titrace (aktivita 3). Hroznovou §t’avu a vino Ize koupit v lahvich
¢i jinych balenich. Kvasinky, fermentacni naddoby a vinoméry miZete koupit ve
vinatskych obchodech.

Pomucky

Pro kazdou skupinu student budete potfebovat:
* Drozdi (0.5 g)

 Cervenou hroznovou §tavu (250 ml)

* 250 ml baiiku

¢ Fermentacéni tubu

Postup

1. 0.5 gkvasnic dejte do 10 ml vlazné vody a michejte, dokud se UipIn€ nerozpusti.
2. Kvasinkovou suspenzi nalijte do barniky s 250 ml hroznové §t'avy.
3. Zakryjte banku fermentacni tubou a ponechte na teplém miste.

Poznamka: fermentace by méla byt zahdjena nejméné jeden den pred experimenty;
nejlepsich vysledkt dosdhnete po 3-4 dnech. Pro srovnani, doporucujeme piipravu
vzorkl nejméné tyden predem. VétSina kvasinkovych kmend mtize produkovat obsah
alkoholu 14-16 % b&hem 1-2 tydnt kvaseni, pokud je v hroznové §tavé dostatecné
mnozstvi cukru.

Jak vyrobit vytrepavaci valec
Vytiepavaci valec vyuzijete pti mefeni obsahu CO, v aktivité 4.

Pomicky
* 100 ml plastovy odmérny valec

* Gumova zatka s cca 5 mm otvorem uprostied
* Plastova ¢i sklenéné trubicka s menSim vnéjSim primérem
¢ Silikonové hadi¢ka (~50 cm dlouhd)

e Svorka
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Postup

1. Ustiihnéte ¢i ufezte horni 2 cm odmérného valce.

2. Plastovou ¢i sklenénou trubicku dejte do otvoru v gumoveé zatce a ujistéte se, ze je
skute¢né natésno.

3. K obéma konctim trubicky ptipojte alespont 20 cm silikonové hadicky.

4. Gumovou zatku dejte do usti valce. Silikonova hadi¢ky uvniti by méla téméet
dosahovat dna a vné&jsi by méla méfit alespont 20 cm.

5. K vngj§imu upevnéni trubicky pouzijte svorku.
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Aktivita 1a: méreni obsahu cukru pomoci pyknometru

Mnozstvi cukru v hroznové §taveé ovlivni jak obsah alkoholu, tak sladkost
piipraveného vina. V této aktivité zjistite obsah cukru métenim hustoty pyknometrem,
¢i nddobou s pfesnym objemem. Zvazenim prazdné a plné nadoby pyknometru lze
spocitat hustotu kapaliny.

Pomucky

Pyknometr se zatkou

Véhy

20 % roztok sachardzy (hm. %)
Hroznova stava

Pipeta

Papirové utérky

Postup

1.
2.

Zvazte prazdny pyknometr a zatku, hmotnosti zapiste.

Naplnte pyknometr 20% sachar6zovym roztokem. Uzaviete zatkou (trocha
tekutiny odtece kapilarou). Utiete vylitou kapalinu a zvazte plny pyknometr.

3. Mgfeni zopakujte s hroznovou §tavou.

W

Vypocitejte hustotu:
hustota = (hmotnost pIného — hmotnost prazdného)/objem

Hustota se udava v g/ml, hmotnost prazdného a plného pyknometru v g a objem
v ml.

Ptiklad: pyknometr ma kalibrovany objem 25.687 ml (podle vyrobce). Kapalina
ma hmotnost 27.15 g. Tudiz hustota je 27.15/25.687 = 1.057 g/ml.

. Hustotu pouzijte k vypoctu hmotnosti mostu, koncentrace cukru a teoretického

vytézku alkoholu s vyuzitim rovnice dole; vysledky zapiste do tabulky 1a.
Hmotnost mostu se vypocita:
hmotnost mostu = (hustota — 1) x 1000
Kde hmotnost mostu je v °Oe a hustota v g/I.
Teoreticky vytézek alkoholu se vypocita nasledovné:
teoreticky vytézek alkoholu (v obj. %) = hmotnost mostu (v °Oe) x 0.1267

Ptiklad: je-1i hustota 1.057 g/ml, pak hmotnost mostu je (1.057-1) x 1000, coz
odpovida 57 °Oe. Vytézek alkoholu tedy mize byt maximaln¢ 7.2 %.

20% sacharoza Hroznova §t'ava
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Hmotnost moStu
(°Oe)

Koncentrace
cukru (°Bx)

Teoreticky
vytéZek alkoholu
(obj. %)

Tabulka 1a: Vypocet obsahu cukru ve vzorcich

Otazky
1. Jak ptfesny byl vas vysledek ve srovnani s o¢ekdvanou hodnotou?
2. Jak reprodukovatelnd byla vaSe méteni? Srovnejte je s ostatnimi skupinami.

3. Pokud jste zpracovavali i aktivitu 1, byly vase vysledky pro tyto dvé metody
srovnatelné (hustota versus refraktometrie)?

4. Vino ma typicky kolem 12 % alkoholu. Odhadnéte, kolik cukru musi byt piidano
do hroznové §tavy k ziskani 12% alkoholu.
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Aktivita 4: stanoveni obsahu oxidu uhlic¢itého

Abyste zjistili, jak vase fermentace postupuje, 1ze stanovit koncentraci jak vychozi
slozky (glukoza), tak produkti (oxid uhli¢ity a alkohol). Obsah oxidu uhlicitého je
také dilezity pfi vyroveé Sumivého vina. V této aktivité srovnate obsah oxidu
uhlic¢itého v hroznové stave, kvasicim mostu a hotovém viné s vyuzitim jednoduché
doma vyrobené verze Veits-Hochstheimer vytifepavaciho valce.

Pomucky
* Veits-Hochstheimer vytiepavaci valec

* 100 ml hroznové stavy, kvasiciho mostu a vina

Postup

1. Bez tfepani opatrné naplite Veits-Hochstheimer vytiepavaci valec 100 ml
hroznové §t'avy a to tak, ze kapalinu nechéte volné stékat po sténé valce.

2. Valec uzavfete vickem a utdhnéte svorku.

Opatrné protiepejte, drzte zatku a svorku (viz obrazek dole). Z kapaliny se bude
uvoliovat oxid uhli¢ity, ¢imz bude tlak ve vélci stoupat. Valec vezméte nad diez,
opatrné uvolnéte a povolte svorku. Vlivem natlakovani vélce se trocha kapaliny
vylije.

4. Toto opakujte 3-4krat, dokud se nebude vylévat zadna kapalina.

5. Zm¢ite kone¢ny objem kapaliny ve valci a zjistéte obsah oxidu uhli¢itého
s vyuzitim grafu 1. Své vysledky zaneste do tabulky 4.

6. Kroky 1-5 zopakujte s moStem a vinem.

Pozor: Hroznova stdva a most jsou extrémné sladké a lepkavé. Zkuste je nevylit.

Pouziti trepaciho vdlce
Obrazek se svolenim experimenta
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Graf'1: Standardni kiivka méreni obsahu CO;
Obrazek se svolenim experimenta

Obsah CO; (g/1)

Hroznova st’ava

Most

Vino

Tabulka 4: Obsah CO; ve vzorcich

Ptiklad: Obsah mostu po vytfepani je 65 ml, coz odpovida zhruba 1.56 g/l
rozpusténého oxidu uhli¢itého. Dvé molekuly oxidu uhli¢itého (MW = 46 g/mol) a
dvé molekuly ethanolu (MW = 46 g/mol) vzniknou fermentaci jedné molekuly
glukozy. Z ¢ehoz vyplyva, Ze fermentaci 3.2 g/l cukru vznikne 1.56 g/l oxidu
uhli¢itého a 1.64 g/l ethanolu. To znamen4, Ze z hroznoveé §t'avy s koncentraci cukru
15-20 %, pouze 3.2 % jsou rozpusténa v mostu ve form¢ oxidu uhli¢itého.

Otazky

1. Ve svém vzorku zjistéte mnozstvi rozpusténého oxidu uhlic¢itého.
2. Vypocitejte, jakému mnoZzstvi cukru to odpovida.

3. Vypocitejte procento oxidu uhli¢itého, ktery ziistal v roztoku v porovnani s jeho
celkovou produkei..
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Aktivita 5: zakaleni a Cireni

Nékteré latky, predevsim bilkoviny, mohou zptsobit zakaleni a pied prodejem vina
musi byt odstranény procesem nazyvanym cireni. Nejjednodussi zpiisob je pridani
vodného roztoku kifemeliny, ktera navaze bilkovina a odstrani se sedimentaci.
Zakaleni se méfi fotometrem pii vinové délce 630 nm pied a po osetfeni. Cim
zakalengjsi roztok, tim méné svétla projde a tim mensi odecet na spektrofotometru.

Pomucky

* Pipeta

* 2 ml trubice z centrifugy

¢ Stolni centrifuga

* Suspenze kiemeliny (100 g/1)

* Fotometr (nastaveny na vlnovou délku 630 nm)

* 5 ml hroznové §tavy, nefiltrovaného mostu, filtrovaného mostu a vina

Postup
1. Odpipetujte 1.9 ml filtrovaného mostu do 2 ml odstiedivé trubice.

2. Pridejte 0.1 ml Cerstvé promichané suspenze kiemeliny a pofddné zamichejte.

3. Odstred’ujte 2 minuty na nejvyssi rychlost. Supernatantem (kapalina) je vycCifeny
most.

Poznamka: ujistéte se, ze vzorek je v centrifuze vyvazeny (napi. zkumavkou s
vodou).

4. Naplnte Ctyfi spektrofotometrické kyvety hroznovou §t’avou, nefiltrovanym
mostem, filtrovanym mostem a vyc¢ifeny most.

5. Vzorky zméite na spektrofotometru pii 630 nm a vysledky zapiste do tabulky 5.

Transmise pri
630 nm (%)

Hroznova §t’ava

Nefiltrovany most

Filtrovany most

Vycdifeny most

Vino

Tabulka 5: Svételna transmise pred a po cireni
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Otazky

1. Pozorovali jste kromé kiemeliny néjaké jiné zabarvené Castice?

2. Pfemyslejte nad dlouhodobym skladovanim vina. Pro¢ si myslite, ze se vino €ifi?
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Aktivita 6: mikroskopie kvasinek

Kvasinka je jednobunécny mikroorganismus s primérem cca 10 pm. Béhem
fermentace kvasinkové bunky pienasi glukozu bunéénou membréanou a za
anaerobnich podminek ji pfeméiuji na ethanol a oxid uhli¢ity. Kvasinkové bunky,
které aktivné metabolizuji cukr, rychle rostou a nepohlavné se rozmnoZzuji
asymetrickym délenim. To miiZete pozorovat u pucicich kvasinek.

Pomucky

* Vzorek mostu

* Svételny mikroskop

* Sklicka a kryci sklicka
* Kapatka

* Popisovac

Postup

1. Oznacte sklenéné sklicko.

2. Protiepejte vzorek mostu, kdpnéte malou kapku na sklicko a zakryjte krycim
sklickem jako na obrazku dole.

3. Pozorujte vzorek, za¢néte s nejmensim zvétSenim.

4. Nakreslete obrazek pucici kvasinky.

Cover Slip 7*4

L /

Priprava vzorku na mikroskopovani.

Otazky

1. Jakeé procento kvasinek ve vaSem vzorku puci?

2. Jaké je procento pucicich bunék ve vaSem vzorku v porovnani s ostatnimi
skupinami?

3. Popiste, jak to souvisi s délkou fermentace.
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