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PROBLÉM 1

Všetko o pive
Všeobecné pokyny
Používajte laboratórny plášť a okuliare po celý čas v laboratóriu.

Jedlo a pitie sú v laboratóriu zakázané.

Na vypracovanie máte 4 hodiny
Dajte pozor, praktická časť môže zabrať viac času

K dispozícii sú jednorazové rukavice a musia sa použiť, keď budete pracovať s chemikáliami.
Používajte iba pero, ceruzku a kalkulačku, ktoré ste dostali. 
Všetky papiere, vrátane pomocných papierov, musia byť na konci experimentu odovzdané.

Všetky odpovede musia byť zapísané do odpoveďového hárku, pričom odpoveďový hárok vytlačený farebne sa bude hodnotiť. Ostatné slúžia len na priebežné výpočty, ktoré musíte prepísať do farebného odpoveďového hárku!!!
Vaše výpočty musia byť zapísané v odpoveďovom hárku.

Iba konečný odpoveďový hárok sa bude hodnotiť.
Úlohu môžte vypracovávať v akomkoľvek poradí.
Keď ukončíte úlohy, nechajte všetko na stole. Nemôžte z laboratória nič zobrať.

Introduction

Every nation has its own history. Each nation also has its traditional food and drink. While the classical Czech dumplings and sauerkraut, pork, slowly begin to retreat into the background, dominating drink beer does not lose popularity at all. Czech beer is not only drink. It is also a source of national pride. In Bohemia, you can criticize everything, except the Czech beer! 


Beer is not a new invention. It was for sure produced at least 10 000 years ago - we can trace beginnings of its fame to the ancient Egypt. It was not a beer in the modern sense. One most famous beer ingredient was missing these days – the hops. It is not entirely clear where and when the hops-supplemented beer first emerged, but this type of production was immediately used by the Slavic tribes. 


In the dark middle-Ages beer was brewed in Bohemia mainly in monasteries, or in their vicinity. Breweries have already been documented from the 10th century. We have to stress however, that medieval beer was not identical with the modern one. The taste difference for experienced beer-drinkers, compared to the modern beer disappeared in the 18th century.

 
The Czech beer is brewed today by 38 companies. The most beer is produced by consortium Pilsner Urquell, just behind are companies Staropramen and Budweiser. Czechs are not just good at brewing beer, but exceptionally successful in drinking it. In the beer drinking Czechs keep for the long time the first place in the world. Consumers in the Czech Republic have a selection of 470 beer brands! So the Czechs are a nation of pub-culture. In the Czech pub most of the social strata meets in equal and friendly terms. Czech Inn is the universal meeting place, people date there and even trade partners sign important contracts during the informal pub appointments… 
Here our story begins. 

(Adapted by Michael A. Cotter from  the story “Small beer on the Bummel” by Petra Kněžíková) 

Once upon a time, a long time ago, in a far off country, Mr. & Mrs. Beerbellow lived happily in a small box with their ten children. One day Smallbeer, the youngest son said, “I don’t want to live in this crammed little small box anymore. I’m leaving now for the big city of Pardubice” He packed his six hops into his bag and set off alone to seek his fortune. 

Many weeks later he arrived at the kingdom of Euscoly2011. He was surprised to find that all the Kind’s subjects were in mourning. Smallbeer asked a servant girl he met in the street why everyone was so sad and gloomy. She told him that Her Royal Highness, Princess Clear-Plum-Brandy, the only child of the King and Queen, was in very great danger and no-one knew how to save her. The King had offered his only daughter’s hand in marriage to the brave bottle who saved the Princess from Seven-headed Charles Drunkard who lived in a cave outside the town and had vowed to drink her. The King’s subjects gave Seven-headed Charles Drunkard many different kinds of alcohol to save the princess, but Seven-headed Charles Drunkard simply drank them down and asked for more. 

Smallbeer went to the hotel Hurkabice, which was full of bright young bottles from many different countries all eager to save the Princess from being drunk up. After dinner he went for a walk to the castle, where, to his surprise he saw the Princess at a window. She was beautiful, pure, six x distilled and her bottle glistened in the evening sunlight. They looked at each other and it was love at first sight. Smallbeer decided that he had to save the Princess without sacrificing himself. 

He walked up to the castle door and asked the see the King. He said he had a plan to save the Princess. The King was desperate and agreed to see him. He told the King his plan. 

"If you succeed you will be a Prince, marry my only daughter and be the heir to my throne;  But if you fail, I will toss you into the raging, fast flowing river below and you will be swept over the waterfall, smashed into smithereens on the rocks below,  never to be seen again," said the King. 

Smallbeer was so much in love with the Princess that he was willing to risk his life for her. That evening, after the pubs closed, as Seven-headed Charles Drunkard was returning, very drunk, from the Hurkabice, Smallbeer called to him at the other side of the river, "Hola, hola, Smallbeer calling, please drink me, please drink me" 

Thirsty Seven-headed Charles Drunkard jumped into a river and tried to swim to the other side. But the current was too strong and the water too high and he was carried down stream and over the waterfall, never to be seen again. People say, to this day, that the sound of the waterfall is the roar of Seven-headed Charles Drunkard falling to his certain death on the rocks below. 

With Seven-headed Charles Drunkard gone forever and the Princess safe once more, the ungrateful King changed his mind. But the princess pleased with him to let her marry Smallbeer.  The King agreed if Smallbeer completed one final task. “You are a stranger in my Kingdom” he said, “Nobody here knows anything about you. But if you teach us how to make beer I will agree to your marriage to the Princess.” 

Will you assist Smallbeer overcome his final obstacle and help Prince Smallbeer and Princess Clear-Plum-Brandy get married and live happily ever after?

A.
Pomôžte Malému Pivu študovať kvasinky a kvasenie
ÚLOHA A.I: KVASINKY
Na čítanie... Kvasinky sú eukaryotické mikroorganizmy zatriedené do ríše Huby s 1500 opísanými druhmi, ktoré sú pravdepodobne len malou časťou zo všetkých druhov kvasiniek. Kvasinky nie sú jednoduchou taxonomickou alebo fylogenetickou skupinou. Pojem “kvasinky” je často považovaný za synonymum pre Saccharomyces cerevisiae, ale fylogenetická rozdielnosť (diverzita) kvasiniek je vidieť na ich zatriedení do dvoch kmeňov, Ascomycota a Basidiomycota. Kvasinkový druh Saccharomyces cerevisiae sa tisícročia používa na pečenie a pri kvasení alkoholových nápojov. Je to tiež veľmi dôležitý modelový organizmus v modernom výskume bunkovej biológie a je jedným z najlepšie preštudovaných eukaryotických mikroorganizmov. Iné druhy kvasiniek, akým je Candida albicans, sú oportúnnymi patogénmi a môžu spôsobovať infekcie u ľudí. 
Kvasinky patria k najskôr domestikovaným organizmom. Archeologické vykopávky v egyptských ruinách odhalili kamene na mletie obilia - žarnovy a komôrky na pečenie kvasinkového chleba a tiež kresby 4000 rokov starých pekární a pivární. V roku, francúzsky mikrobiológ Louis Pasteur vo svojej publikácii "Mémoire sur la fermentation alcoolique" potvrdil, že alkoholové kvasenie je spojené so živými kvasinkami a nie chemickou katalýzou.. Pasteur ukázal, že prebublávaním kvasnej zmesi kyslíkom sa môže zrýchliť rast buniek, ale kvasenie bolo inhibované – toto pozorovanie sa neskôr označilo ako "Pasteurov efekt".

Kvasinky sú chemoautotrofy, pretože využívajú organické látky ako zdroj energie a nevyžadujú slnečné svetlo pre svoj rast. Uhlík získavajú väčšinou z hexózových cukrov, akými sú glukóza a fruktóza, alebo disachcaridov, akými sú sacharóza a maltóza. Kvasinkové druhy buď vyžadujú kyslík na aeróbne bunkové dýchanie (obligátne aeróby), alebo sú anaeróbne, ale tiež majú aeróbny spôsob získavania energie (fakultatívne anaeróby). 

A.I.1 
Ktoré z uvedených vlastností robia S. cerevisiae dôležitým modelovým organizmom? Zakrúžkujte správne tvrdenia v Odpoveďovom hárku. 

A  
[áno]
[nie]
S. cerevisiae je malý jednobunkový organizmus s krátkym generačným 


časom (čas zdvojenia je 1.25–2 hodín pri 30 °C) a dá sa ľahko 



kultivovať (pestovať).
B 
[áno]
[nie]
S. cerevisiae sa môžu transformovať, čo umožňuje vyradenie génov     alebo 
pridanie nových génov pomocou homologickej rekombinácie. 

C 
[áno]
[nie]
Ako eukaryoty, S. cerevisiae majú rovnako ako rastliny a živočíchy 

komplexné vnútrobunkové štruktúry. 
D 
[áno]
[nie]
Výskum S. cerevisiae je ekonomicky výhodný, vďaka ich 



využiteľnosti v priemysle.
Úloha A.II: Etanolové kvasenie
A.II.1 Etanolové kvasenie, tiež známe ako alkoholové kvasenie, je biologický proces, v ktorom sa cukry, akými sú glukóza, fruktóza a sacharóza, konvertujú na bunkovú energiu a tak produkujú etanol a oxid uhličitý ako vedľajšie (waste) produkty metabolizmu. Základnou sadou reakcií zahrnutých v etanolovom kvasení je glykolýza. Ktoré z nasledujúcich tvrdení o glykolýze sú pravdivé? Zakrúžkujte správne tvrdenia v Odpoveďovom hárku. 

A 
[áno]
[nie]
Jedným z produktov je voda
B 
[áno]
[nie]
Desať molekúl ADP (na jednu molekulu glukózy) sa mení na 10 


molekúl ATP
C 
[áno]
[nie]
Glykolýza je typická pre eukaryoty
D 
[áno]
[nie]
Glykolýza prebieha v mitochondriách, kde kyselina pyrohroznová ako 

konečný produkt priamo vstupuje do Krebsovho cyklu 

A.II.2 Čo je zodpovedné za rast chlebového cesta? Zakrúžkujte správne tvrdenia v Odpoveďovom hárku. 

A 
[áno]
[nie]
Počas kvasného procesu pekárenské kvasinky produkujú teplo, voda sa 

odparuje a vytvára bubliny v ceste
B 
[áno]
[nie]
Pekárenské kvasinky produkujú oxid uhličitý ako vedľajší produkt, 

ktorý vytvára v ceste bubliny
C 
[áno]
[nie]
Pekárenské kvasinky produkujú ako vedľajšie produkty etanol a teplo. 

Odparený alkohol vytvára v ceste bubliny.
D 
[áno]
[nie]
Bubliny v ceste sú prázdne priestory, ktoré vznikli tak, že kvasinky na 

tom mieste skonzumovali všetko cesto, cesto sa zväčšuje pretože 


kvasinky sa delia veľakrát a tvoria podstatnú časť cesta
A.II.3 Väčšina alkoholických nápojov sa produkuje kvasinkami alkoholovým kvasením. Víno a brandy sa tvoria kvasením prírodných cukrov prítomných v ovocí, napríklad v hrozne. Rum sa tvorí skvasovaním cukru z cukrovej trstiny. Pivo a whisky sa tvoria kvasením škrobov. Kvasinky nie sú schopné priamo skvasovať škroby. Škroby musia byť poštiepené na jednoduché skvasiteľné cukry. Ktorá technológia sa v pivárskom priemysle používa na premenu škrobov na jednoduché cukry? Zakrúžkujte správne tvrdenia v Odpoveďovom hárku. 

A  
[áno]
[nie]
Klíčiace  zrná sú bohatým zdrojom enzýmu amyláza, ktorá uskutoční 

toto štiepenie.
B 
[áno]
[nie]
Zrná sú zahriate a ovplyvnenie vysokou teplotou štiepi škrob na 


skvasiteľné cukry
C 
[áno]
[nie]
Enzým amyláza sa produkuje baktériami, izoluje a následne sa používa na 


štiepenie škrobu
D 
[áno]
[nie]
Zrná sú predovplyvnené baktériami alebo kvasinkami štiepiacimi  škrob a následne sú naočkované kvasinkami produkujúcimi etanol
Schopnosť kvasiniek meniť cukor na etanol sa v biotechnológii využíva na produkciu etanolového paliva. Plodina s najväčším energetickým obsahom/m2 rastúca v Českej Republike a ľahko skvasiteľná na etanol je cukrová repa (Beta vulgaris). Cukrová repa sa môže komerčne pestovať v širokom spektre mierneho pásma. Počas jej prvej rastúcej sezóny produkuje veľký, zásobný koreň (1–2 kg), v ktorej obsah glukózy tvorí až 20% hmotnosti. Cukrová repa môže mať výťažky až do 60 ton hľúz na hektár 10 000m2) v závislosti od typu pôdy a klimatických podmienok. Na Ålandských ostrovoch sa vyrába rumu podobný alkohol známy ako Kobba Libre. V niektorých európskych krajinách, najmä v Českej republike a Nemecku, sa cukrová repa využíva aj na výrobu čistého alkoholu a vodky – (citované z Wikipedie).
A.II.4
Napíšte do odpoveďového hárku chemické rovnice pre reakcie, v ktorých: a)  sacharóza sa mení na glukózu a fruktózu, b) glukóza sa mení na etanol a CO2).  

A.II.5
Napíšte do odpoveďového hárku sumárnu chemickú rovnicu reakcie, pri ktorej sa sacharóza mení na etanol.
A.II.6 
Aké množstvo etanolu (v kg) možno teoreticky získať z 1 kg cukrovej repy? Výpočet napíšte do odpoveďového hárku. 
A.II.7
Prečo s použitím fermentujúcich mikroorganizmov nie je možné dosiahnuť maximálnu teoretickú účinnosť premeny sacharózy? Zakrúžkujte správne odpovede v Odpoveďovom hárku.
A 
[áno]
[nie]
určité množstvo uhlíka sa uvoľňuje vo forme CO2
B
[áno]
[nie]
určité množstvo sacharózy nebude v roztoku podliehať kvaseniu, 


pretože etanol 
zablokuje kvasný proces
C 
[áno]
[nie]
určité množstvo uhlíka sa viaže do makromolekúl, ktoré umožňujú 

mikroorganizmom rásť a deliť sa 

D
[áno]
[nie]
reaktanty sa nikdy na 100% nemenia na produkty 

A.II.8 
Z 1 litra etanolu možno získať asi 21,5 MJ energie (!!! 1 liter etanolu v skutočnosti obsahuje 96% etanolu, hustota 96% etanolu je 800 g/l !!!). Aká časť  z celkovej rozlohy Českej republiky (vyjadrite v percentách) by sa musela použiť ako pole pre cukrovú repu, ak by sa Česká republika rozhodla pokryť všetku energiu zo sacharózy získanej z cukrovej repy etanolovým kvasením? Rozloha ČR je 78 866 km2, spotreba energie ČR je 496 TWh za rok, pričom 
(1T= 1012 a 1Wh = 3600J). Do výpočtu nezapočítajte energiu, ktorú musíte použiť na výrobu cukrovej repy. Napíšte výpočet do odpoveďového hárku. 
A.II.9 Vypočítajte, aká časť z celkovej rozlohy Českej republiky (vyjadrite v percentách) by sa musela použiť ako pole pre cukrovú repu, ak by sa Česká republika rozhodla ako palivo do všetkých áut použiť etanol vyrobený zo sacharózy z cukrovej repy, pričom rozloha ČR je 78 866 km2. Česká republika spotrebuje ročne 5 miliónov ton nafty a benzínu do áut. Z 1 litra nafty/benzínu možno získať priemerne 32 MJ energie, priemerná hustota nafty/benzínu je 0,785  kg/l. Do výpočtu nezarátajte extra energiu, ktorá je spojená s produkciou cukrovej repy. Napíšte výpočet do odpoveďového hárku.
A.II.10 
Koľko kilogramov hmoty a antihmoty musíte spolu anihilovať (spojiť za súčasného uvoľnenia energie), aby ste získali rovnaké množstvo energie ako je energia, ktorá sa ročne minie v Českej republike? Výpočet napíšte do odpoveďového hárku.
A.II.11. !!! IBA VO VOĽNOM ČASE – súťažte o špeciálnu cenu!!! Predstavte si, že máte možnosť premeniť celú Českú republiku na tvar optimálny na uspokojenie jej energetickej spotreby s produkciou cukrovej repy. Aby sme úlohu zjednodušili – ČR vo vašom modeli je ostrov s tvarom štvorca. Môžete urobiť akúkoľvek zmenu, ktorú si viete predstaviť. Nakreslite obrázok optimálneho tvaru a opíšte jeho veľkosť v kilometroch.
ÚLOHA A.III: Etanolová tolerancia
3 APR 2011 bol publikovaný článok s názvom: 
Construction of Saccharomyces cerevisiae strains with enhanced ethanol tolerance by mutagenesis of the TATA-binding protein gene and identification of novel genes associated with ethanol tolerance. Jungwoo Yang1 et al. Biotechnol. Bioeng. 
Abstrakt článku: Keďže zvýšený obsah etanolu je hlavným stresovým faktorom počas etanolového kvasenia, pre vysokú produkciu etanolu v priemysle sú vysoko žiadanými kvasinkové kmene toleratné voči etanolu. Na základe porovnania transkripčných profilov dvoch vybraných kmeňov ETS2 a ETS3 s transkripčným profilom kontrolného, štandardného kmeňa sa identifikovalo 42 génov. Z 34 delečných mutantov dostupných z génovej dizrupčnej knižnice, 18 bolo citlivých na etanol naznačujúc, že tieto gény boli úzko spojené s toleranciou etanolu.  Osem z nich boli nové a väčšina z nich  s neznámou funkciou. Na možné budúce priemyselné využitie sa vytvorili kmene iETS2 a iETS2 integráciou SPT15 mutantných alel ETS2 a ETS3 do chromozómov, ktoré tiež vykazovali zvýšenú etanolovú toleranciu a prežívanie pri etanolovom šoku v bohatom médiu. Kvasenie s 20% glukózou počas 24h v bioreaktore potvrdilo, že iETS2 a iETS2 rastú lepšie a produkujú približne o 25% viac etanolu ako kontrolný kmeň. 
Z horeuvedeného abstraktu je jasné, že hľadanie kvasinkového kmeňa, ktorý je tolerantný voči etanolu, je dôležitou úlohou. Vašou úlohou bude charakterizácia etanolovej tolerancie (schopnosti rásť v médiu obsahujúcom etanol) bežných pekárenských kvasníc. 

Materiál:


3 Erlenmeyerove banky 


3 nafukovacie balóniky 


4,5 g vážiace kocky cukru 


3 x 8 g pekárenských kvasiniek

96 % etanol

Voda (s izbovou teplotou)


Sklenené a automatické pipety
Pripravte rastové médium pre kvasinkovú kultúru:

· Do 3 pripravených Erlenmeyerových baniek A až C pripravte 3 rôzne rastové médiá (po 100 ml), v ktorých bude výsledná koncentrácia sacharózy 4,5 % a etanolu:


A.    0 % etanol



B.   10 % etanol



C.   20 % etanol

· naočkujte kvasinky, ktoré ste dostali (do každej Erlenmeyerovej banky po 8 g kvasiniek) 

Navrhnite a uskutočnite pokus s použitím poskytnutého materiálu, ktorý ukáže účinnosť kvasinkového katabolického metabolizmu v prostredí obsahujúcom etanol. 
A.III.1 
Pozorujte a zapíšte výsledky do príslušného štvorca. Banku s koncentráciou etanolu 0 % označte písmenom A, banku s koncentráciou etanolu 10 % písmenom B a banku s koncentráciou etanolu 20 % písmenom C. Neponáhľajte sa s výsledkom, počkajte aspoň 60 minút. Napíšte, ako dlho ste nechali kvasinky kvasiť (v minútach).
A.III.2 
Pokúste sa kvantifikovať katabolickú aktivitu (meraním produkcie CO2 v rôznych roztokoch podľa ÚLOHY C.II). Katabolickú aktivitu v banke A považujte za 100%.
A.III.3 Uveďte, ktoré metabolity sacharozóveho katabolizmu sa budú tvoriť v troch rozličných rastových podmienkach A až C (použite chemické vzorce).
A.III.4  
Ktorý typ/typy metabolizmu očakávate (v prípadoch, ak vôbec nejaký prebieha) na konci vášho experimentu v troch rôznych rastových podmienkach A až C? Pre metabolizmus použite skratky AE pre aeróbny a AN pre anaeróbny.
A.III.5  Ktorý/é faktor/y bude/ú hlavným/i obmedzujúcim/i faktorom/mi aktívneho metabolizmu kvasiniek v dvoch rôznych rastových podmienkach A a C? Použite skratky O pre O2, S pre sacharózu, C pre CO2, E pre etanol, T pre teplotu, N pre žiadne obmedzenie
ÚLOHA A.IV: DOMESTIFIKÁCIA KVASINIEK 

Prirodzené prostredie zriedkavo poskytuje mikroorganizmom podmienky, ktoré im umožňujú ich rast a reprodukciu s maximálnou rýchlosťou; mikroorganizmy v prírode sa musia vedieť vysporiadať napríklad s nedostatkom živín, teplotnými zmenami a nedostatkom vlhkosti a musia byť schopné prežiť nejaký čas bez reprodukcie. Jedným zo spôsobov ako prežiť nepriaznivé podmienky je tvorba kolónií, v ktorých bunky spolupracujú. Nie je preto prekvapujúce, že štandardné kmene kvasiniek tvoria odlišné kolónie od domestikovaných kmeňov, ktoré boli selektované (vyberané) na špeciálne účely za optimálnych rastových podmienok minimalizujúcich potrebu kooperácie (spolupráce). 
Vašou úlohou bude identifikovať kolónie štandardného a domestifikovaného kmeňa, porovnať ich morfológiu a adaptácie. 
A.IV.1
Máte k dispozícii Petriho misku, na ktorej sú narastené kolónie na bohatom živnom médiu. Kolónie majú rozdielnu morfológiu. Identifikujte štandardný kmeň a domestifikovaný kmeň a zaznačte do odpoveďového hárku typické príklady vybraných morfológií. Použite mikroskop a pozorujte pri najmenšom zväčšení alebo použite zväčšovacie sklo. 
A.IV.2 
Zoberte malé množstvo kvasinkových buniek z kolónie (pomocou špičky na pipetu), rozsuspendujte bunky v malej kvapke vody na podložnom sklíčku (10 mikrolitrov) a pozorujte bunky pod mikroskopom. Porovnajte morfológie pozorovaných buniek, zaznačte reprezentatívny obrázok do odpoveďového hárku  - hviezdičkou označte hlavné rozdiely medzi kmeňmi. 

A.IV.3 
Charakterizácia štandardného typu a domestifikovaných kolónií pomocou farbičky Coomassie Brilliant Blue R 
· Na dne Petriho misky (zo spodnej strany) zakrúžkujte niekoľko štandardných a domestifikovaných kolónií (minimálne po 5 z každého typu – každý typ označte odlišnou farbou). 

· Odmyte kolónie kvasiniek s vodovodnou vodou nad umývadlom. 
· S vatovými tyčinkami, ktoré máte k dispozícii, odstráňte čo najlepšie zvyšky kolónií (tak, aby ste nepoškodili povrch agaru).
· Zafarbite agar roztokom farbičky Coomassie Brilliant Brue R (tak, že Pasteurovou pipetou – kvapadlom nanesiete cca 5 ml na Petriho misku na asi 10 minút).
· Odmyte farbiaci roztok vodou z vodovodu a vylejte zvyšnú vodu z Petriho misky
· Pozorujte vzory modrých signálov. Identifikujte/určite vzory zodpovedajúce štandardným a domestifikovaným kolóniám a zakreslite typické príklady do Odpoveďového hárku. Použite najmenšie zväčšenie na mikroskope alebo zväčšovacie sklo.
A.IV.4 Ktoré tvrdenie/tvrdenia o domestifikovaných prípadne štandardných kvasinkových bunkách a príslušných kolóniách je/sú pravdivé. Zakrúžkujte správne tvrdenie v Odpoveďovom hárku.
A 
[áno]
[nie]
Domestifikované kolónie sú viac komplexné, pretože selekčný tlak na 

podmienky bohaté na energiu ich núti na kooperáciu (spoluprácu) 

medzi jednotlivými bunkami.

B
[áno]
[nie]
U štandardných kolónií rastúcich z kvasiniek izolovaných z reálneho 

prostredia, sa bunky diferencujú na špecializované podskupiny, 


prispôsobené na určité úlohy. Kolónia je preto viac komplexná 


(zložitá) a štruktúrovaná.
C
[áno]
[nie]
Za optimálnych podmienok majú organizmy tendenciu stratiť niektoré 

črty/vlastnosti, v našom prípade – schopnosť tvoriť komplexnú 


štrukturovanú kolóniu, ktorá nie je potrebná v tekutom médiu alebo 

v ceste.
D
[áno]
[nie]
Domestifikované kolónie sú hladké a postrádajú štruktúrnu 


komplexicitu a sú tvorené bunkami bez schopnosti diferencovať sa na 

špecializované podskupiny.  


B.  Help Smallbeer to study residual sugars 

Na čítanie a precvičenie si angličtiny: 

Yeast alcohol tolerance is prerequisite for quantitative sugar transformation into ethanol. In reality in each beer or wine preparations remains residual sugar, which is important for particular taste characteristics. Residual sugar is usually measured in grams of sugar per litre of wine, often abbreviated to g/l or g/L. Even among the driest wines, it is rare to find wines with a level of less than 1 g/L, due to the unfermentability of certain types of sugars. By contrast, any wine with over 45 g/L would be considered sweet, though many of the great sweet wines have levels much higher than this. For example, the great vintages of Château d'Yquem contain between 100 and 150 g/L of residual sugar. The sweetest form of the Tokaji, the Eszencia - contains over 450 g/L, with exceptional vintages registering 900 g/L. How sweet a wine will taste is also controlled by factors such as the acidity and alcohol levels, the amount of tannin present, and whether the wine is sparkling or not. 

There is a special need to produce low sugar beer – especially for diabetics who can´t properly control entry of glucose into cells. It is obvious that any residual unfermented amount of glucose in beer would constitute an increased risk for diabetics. Diätbier is a German specialty beer brewed for diabetics; it uses an unusually complete conversion and fermentation to create a beer with the same alcohol content as an ordinary beer, but almost no residual sugars or carbohydrates. The result is something similar in flavour to Dry Beer. 

Measurement of residual sugar in particular steps of beer and wine fermentation is therefore important job for brewer or wine maker. You will perform their duty using one of the most precise techniques.

Úvod k úlohe:

Jodometrické stanovenie redukujúcich cukrov

Na stanovenie redukujúcich cukrov sa využíva reakcia, pri ktorej vo vode rozpustné cukry  reagujú s nadbytkom štandardného roztoku síranu meďnatého (CuSO4) v alkalickom roztoku vínanu draselno-sodného (Fehlingov roztok), pričom čas, teplota, koncentrácia reaktantov a zloženie použitých roztokov sa volí tak, aby množstvo vyredukovanej medi bolo úmerné množstvu redukujúcich cukrov v analyzovanej vzorke. V tejto úlohe sa používa prispôsobená Schoorlova metóda, pričom redukujúce cukry sa označujú zjednodušene len ako glukóza a jodometrickou titráciou sa v nej stanovia meďnaté ióny, ktoré zostali nezreagované po reakcii, keďže boli v nadbytku.

Meďnaté katióny sa redukujú jodidovými aniónmi, pričom sa tvorí nerozpustný jodid meďný a uvoľní sa ekvivalentné množstvo jódu. Vyjadruje to chemická rovnica:

2 Cu2+ + 4 I- →  2 CuI + I2   
Uvoľnený jód sa stanoví titráciou s roztokom tiosíranu sodného, pričom sa použije škrobový roztok ako indikátor. Z rozdielu spotrieb medzi titráciou vzorky a spotrebou pri slepom pokuse možno vypočítať obsah cukru vo vzorke. Keďže redukcia meďnatej soli neprebieha presne stechiometricky, množstvo cukru (glukózy) sa pri tomto stanovení určuje podľa pomocných tabuliek.

Táto metóda sa aplikovala predovšetkým pre dextríny a maltodextríny, ktoré sú rozpustné vo vode, ale možno ju prispôsobiť aj na stanovenie iných uhľohydrátov.

Pomôcky a chemikálie:

· Vzorka: Glukóza (v plastickej fľaštičke)

· Pomôcky: 
1 Odmerná banka 100 ml


2 Erlenmeyerove banky (250 ml)


2 titračné banky (250 ml)


2 pipety 10 mL


1 byreta 25 ml


2 lieviky 


1 nasýpací lievik (násypka)


2 kadičky 150 ml


1 odmerný valec 10 ml


1 striekačka s destilovanou vodou 

· Chemikálie:
Fehlingov roztok A (69,28 g CuSO4 · 5 H2O in 1 litri vody)

Fehlingov roztok B (346,0 g vínanu draselno-sodného 

C4H4O6NaK · 4 H2O a 100 g NaOH v jednom litri vody)

Štandardný roztok dichrómanu draselného K2Cr2O7 s uvedenou presnou koncentráciou  

roztok tiosíranu sodného Na2S2O3 s koncentráciou približne 

0,1 mol dm-3 

Jodid draselný – tuhý

roztok kyseliny sírovej H2SO4 s koncentráciou 2 mol dm-3 

Škrobový indikátor 

ÚLOHA B.I:    URČENIE PRESNEJ KONCENTRÁCIE ROZTOKU Na2S2O3 

· Organizátor vám prichystal roztoky dichrómanu draselného v titračných bankách nasledovne: Do titračnej banky (250 ml) sa odpipetovalo presne 5 ml štandardného roztoku K2Cr2O7   a k tomu sa pridalo asi 50 ml destilovanej vody. Ďalej postupujete nasledovne: 

· Pomocou odmerného valca pridajte do roztoku v titračnej banke 5 ml roztoku H2SO4 
(c = 2 mol dm-3). 

· Potom pridajte asi 1 g tuhého jodidu draselného a roztok starostlivo premiešajte krúživým pohybom.

· Roztok v titračnej banke stitrujte roztokom tiosíranu sodného Na2S2O3, ktorého koncentráciu stanovujete, do slabo žltozeleného sfarbenia. 

· Pomocou odmerného valca pridajte 5 ml škrobového indikátora a pokračujte v titrácii až do vymiznutia modrého sfarbenia roztoku. (V skutočnosti bude stitrovaný roztok slabo zelenomodrý, pretože obsahuje ióny Cr3+.) 

· Spotreby roztoku tiosíranu sodného zaznamenajte v odpoveďovom hárku.

· Titráciu urobte najmenej dvakrát, ale v prípade potreby aj trikrát.
· Vypočítajte koncentráciu Na2S2O3 v roztoku. V odpoveďovom hárku uveďte úplný výpočet a výsledok.

· Pri stanovovaní koncentrácie roztoku Na2S2O3 prebiehajú tieto chemické reakcie:

Cr2O72- + 6 I- + 14 H+ → 2 Cr3+ + 3 I2 + 7 H2O

I2 + 2 S2O32- → 2 I- + S4O62-
ÚLOHA B. II:  ANALÝZA VZORKY GLUKÓZY
· Vzorku preneste z plastickej fľaštičky kvantitatívne do odmernej banky (100 ml), rozpustite ju v destilovanej vode a roztok v banke doplňte destilovanou vodou po značku. Roztok premiešajte.
· Do 250 ml Erlenmeyerovej banky odpipetujte 10,0 ml Fehlingovho roztoku A a potom 10,0 ml Fehlingovho roztoku B.
· Potom do roztoku v Erlenmeyerovej banke odpipetujte 10,0 ml roztoku vzorky a 20 ml destilovanej vody, takže celkový objem reakčnej zmesi je 50 ml.
· Obsah banky jemne premiešajte krúživým pohybom.
· Do roztoku vložte dva sklenené varné kamienky, aby nedošlo k utajenému varu a do hrdla banky vložte malý sklenený lievik.
· Potom banku starostlivo poutierajte (presvedčte sa, či nie je zvonka mokrá) a umiestnite na vopred vyhriatu horúcu vyhrievaciu platňu a upevnite ju.  V priebehu 
3 minút by mal roztok zovrieť.
· Potom roztok varte ešte presne 2 minúty (celkom sa teda roztok zahrieva asi 5  minút).

· Roztok rýchlo ochlaďte pod tečúcou studenou vodou na laboratórnu teplotu.

· Potom k roztoku pridajte asi 2 g tuhého KI a obsah banky starostlivo premiešajte krúživým pohybom.

· Pomocou odmerného valca pridajte do reakčnej zmesi 15 ml roztoku H2SO4                   (c = 2 mol dm-3). Roztok musí zhnednúť od vylúčeného jódu. Ak sa tak nestane, musíte ešte raz pridať roztok kyseliny.   

· Roztok okamžite titrujte so štandardným roztokom tiosíranu sodného (ktorého koncentráciu ste stanovili) do slabožltého sfarbenia. 

· Pomocou odmerného valca pridajte 5 ml škrobového indikátora a dokončite titráciu do vymiznutia modrého sfarbenia. 

· Spotreby roztoku tiosíranu sodného zaznamenajte v odpoveďovom hárku.

· Titráciu urobte najmenej dvakrát, ale v prípade potreby aj trikrát.
· Urobte slepý pokus, a to tak, že namiesto 10,0 ml vzorky glukózy použite 10,0 ml destilovanej vody. 
· Z rozdielu spotreby roztoku Na2S2O3 pri slepom pokuse a pri vlastnom stanovení cukru získate objem reálne použitého roztoku tiosíranu a pomocou neho a nasledujúcej 
tabuľky 1 môžete zistiť hmotnosť glukózy v analyzovanom roztoku. Pre ktorékoľvek dve nasledujúce hodnoty v tabuľke môžete predpokladať lineárnu závislosť.  
Výsledky treba vyjadriť v miligramoch (mg) glukózy, ktorú obsahoval roztok glukózy 
v 100 ml odmernej banke.

· V odpoveďovom hárku uveďte úplný výpočet a výsledok.

Table 1: Závislosť hmotnosti glukózy (mg) od spotrebovaného objemu (ml) štandardného roztoku Na2S2O3 ekvivalentného vyredukovanej medi 

	roztok Na2S2O3 Objem (ml)
	Glukóza hmotnosť (mg)
	roztok Na2S2O3 Objem (ml)
	Glukóza hmotnosť (mg)
	roztok Na2S2O3 Objem (ml)
	Glukóza hmotnosť (mg)

	1.0
	3.2
	9.0
	28.9
	17.0
	56.3

	2.0
	6.3
	10.0
	32.3
	18.0
	59.8

	3.0
	9.4
	11.0
	35.7
	19.0
	63.3

	4.0
	12.6
	12.0
	39.0
	20.0
	66.9

	5.0
	15.9
	13.0
	42.4
	21.0
	70.7

	6.0
	19.2
	14.0
	45.8
	22.0
	74.5

	7.0
	22.4
	15.0
	49.3
	23.0
	78.5

	8.0
	25.6
	16.0
	52.8
	24.0
	82.6


ÚLOHA B. III: DOPLŇUJÚCE OTÁZKY
B.III.1 
Napíšte chemické rovnice pre reakcie, v ktorých s jódom reagujú nasledujúce zlúčeniny:

a) 
HCHO (formaldehyd) + OH– 
b) 
CH3COCH3 (acetón) + OH–
c) 
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B.III.2
Vyberte jednu z nasledujúcich kombinácií, v ktorej sú zhrnuté  charakteristické znaky pre štruktúru molekuly glukózy, fyzikálno-chemické vlastnosti, ktoré vyplývajú zo štruktúry glukózy a  inštrumentálne metódy umožňujúce stanoviť jej koncentráciu. Zakrúžkujte jednu odpoveď v každom stĺpci. 

	Characteristic of the Structure
	Physicochemical property
	Instrumental method

	Konjugovaný systém väzieb
	absorpcia UV svetla
	UV spektrometria

	Asymetrický (chirálny) atóm uhlíka
	optická otáčavosť
	polarimetria

	Esterové skupiny
	prchavosť
	plynová chromatografia


C.  Štúdium vlastnosti piva

Tradičným a obľúbeným nápojom v Českej republike je pivo, ktoré sa rozdeľuje podľa  „stupňa“, napr. na 10( pivo alebo 12( pivo. Stupeň piva udáva koncentráciu skvasitelných cukrov pred skvasením. Obsah alkoholu v pive je potom také množstvo skvasitelných cukrov sa premenilo na alkohol. V súčasnosti stupeň piva vyjadruje hmotnostný zlomok skvasitelných cukrov v mladine.  

Prvým medziproduktom pri výrobe piva je sladina. Je to roztok cukrov a ďalších látok bez chmeľu. Sladina sa potom varí s chmeľom. Získa sa tak mladina. Pridaním kvasníc sa cukor premieňa kvasinkami na alkohol a oxid uhličitý. Obsah alkoholu v pive závisí na počiatočnej hustote mladiny a na konečnej hustote piva. Objemové percento alkoholu sa dá približne vypočítať pomocou vzťahu 

Objemové  percento alkoholu v (%) = (ρhw - ρ)/k,

kde ρhw je hustota mladiny v kg/m3, ρ je konečná hustota  piva v kg/m3 a k je konštanta, ktorej číselná hodnota je 7,45 kg/m3.

Stupeň piva sa potom jednoducho určí vynásobením hodnoty objemu alkoholu v percentách konštantou 2,5: 

Stupeň piva = 2,5 · Objem alkoholu v percentách (%).

Vďaka rôznej koncentrácii skvasiteľných cukrov majú piva rôznych stupňov inú hustotu. Pivo s vyšším stupňom má vyššiu konečnú hustotu.  

Hustotu môžeme zmerať pomocou pyknometra – pozri Obrázok 1. Pyknometer je sklenená nádoba so zátkou s úzkou kapilárou. Pri úplnom naplnení fľaše a uzatvorení zátkou bude v nádobe vždy rovnaký objem pre rôzne kvapaliny, ktorými doplna naplníme pyknometer. 

.

[image: image2.jpg]


[image: image3.jpg]



Figure 1 - Pyknometer (Source: Wikimedia Commons)

Ak poznáme hustotu nejakej porovnávajúcej kvapaliny, potom objem pyknometra určíme, ak odvážime hmotnosť prázdneho pyknometra a odvážime hmotnosť pyknometra naplneného porovnávajúcou kvapalinou. Ak odvážime hmotnosť pyknometra úplne naplneného kvapalinou neznámej hustoty, môžeme pomocou tejto hmotnosti určiť hustotu tejto kvapaliny.

ÚLOHA C.I: ZMERAJTE HUSTOTU PIVA A URČTE STUPEŇ PIVA
Pomôcky: dve fľaše piva, destilovaná voda (na požiadanie u laborantov), váhy (laboranti Vám ukážu kde sú váhy), sklenené tyčinky, 3 kadičky, malá sklenená fľaštička s prevŕtanou zátkou s platovou trubičkou, ktorú použijeme ako pyknometer, pravítko a trojuholníky so stupnicou, handrička 

Postup:
1. Nalejte do dvoch kadičiek z obidvoch pív (každé pivo do inej kadičky) a premiešajte ich sklenenou tyčinkou, aby ste sa zbavili bubliniek. Nechajte obidva vzorky pív v kadičkách niekoľko minút, aby dosiahli teplotu, ktorá je v laboratóriu. Počas tejto doby občas piva v kadičkách premiešajte. Do tretej kadičky nalejte destilovanú vodu a nechajte ju tiež niekoľko minút odstať, aby dosiahla laboratórnu teplotu.

2. Behom vyprchávania piva odvážte prázdny pyknometer so zátkou. Meranie preveďte päťkrát a vypočítajte priemer.

Zaznamenajte Vaše meranie do Odpoveďového hárku (Druhý stĺpec v tabuľke C.I.1) a vypočítajte priemer.

3. Pyknometer úplne naplníme destilovanou vodou. Uzavrieme ho zátkou. Časť vody trubičkou v zátke vytečie. Osušte opatrne pyknometer a odvážte ho. Meranie zopakujte päťkrát. Medzi jednotlivými váženiami vodu z pyknometra nevylievajte. Stačí ak dolejete vodu do pyknometra tak, aby bol pyknometer plný a znovu ho zazátkujte. 

Zaznamenajte Vaše meranie do Odpoveďového hárku (Tretí stĺpec v tabuľke C.I.1) a vypočítajte priemer.

4. Vyprázdnite a vypláchnite pyknometer. Do pyknometra úplne nalejte svetlé pivo. Zazátkujte pyknometer, opatrne ho vysušte. Dajte pozor, aby pod zátkou neboli sú žiadne bubliny. Päťkrát odvážte pyknometer so svetlým pivom. Opäť nemusíte medzi jednotlivými váženiami pivo z pyknometra vylievať. Stačí ak dolejete pivo do pyknometra tak, aby bol pyknometer plný a znovu ho zazátkujte.  

Zaznamenajte Vaše meranie do Odpoveďového hárku (Štvrtý stĺpec v tabuľke C.I.1) a vypočítajte priemer.

5. Vyprázdnite a vypláchnite pyknometer. Vykonajte ten istý postup aj pre tmavé pivo. Opäť sa presvedčte, že po naplnení pyknometra pivom pod zátkou nie sú žiadne bubliny. 

Zaznamenajte Vaše meranie do Odpoveďového hárku (Piaty stĺpec v tabuľke C.I.1) a vypočítajte priemer.
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Obrázok 2 – Pyknometer s tmavým pivom na váhach
ODPORÚČAME, ABY STE TERAZ ZAČALI MERAŤ ÚLOHU C.II K VYHODNOTENIU PREDCHÁDZAJÚCICH NAMERANÝCH ÚDAJOV SA VRÁTITE POČAS MERANIA ÚLOHY C.II!

6. Vypočítajte hmotnosť destilovanej vody v pyknometri (označte ju mw), hmotnosť svetlého piva v pyknometri (m1) a hmotnosť tmavého piva v pyknometri (m2). Zapíšte Vaše výsledky do Odpoveďového hárku (C.I.2).

7. Zapíšte teplotu napísanú na bielej tabuli do Odpoveďového hárku. Na určenie hustoty destilovanej vody použite Graf 1. Vypočítajte objem destilovanej vody Vw v pyknometri. Zapíšte Vaše výsledky do Odpoveďového hárku (C.I.3).

8. Zapíšte do Odpoveďového hárku (C.I.4) vzťah na výpočet hustoty piva ρ pomocou hmotnosti piva a objemu Vw. Vypočítajte hustotu svetlého piva (ρ1) a hustotu tmavého piva (ρ2). Vaše výpočty zapíšte do Odpoveďového hárku

9. Vypočítajte objemové percento alkoholu a stupeň svetlého piva a objemové percento alkoholu a stupeň tmavého piva. Hustota mladiny pre svetlé pivo je ρ1hw = 1040 kg/m3 a pre tmavé pivo je ρ2hw = 1080 kg/m3. Vaše výpočty zapíšte do Odpoveďového hárku (C.I.5).
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Graf 1 – Závislosť hustoty destilovanej vody od teploty
Iný spôsob, ako možno určiť hustotu kvapalín, je použitie hustomera – pozri Obrázok 3. Hustomer je obvykle urobený zo skla a pozostáva z tenkej valcovej skúmavky a z hrubšej valcovej skúmavky so záťažou zvyčajne z ortuti alebo olovených guľôčiek. Po ponorení hustomera do kvapaliny hustomer pláva vo zvislej polohe. Meranú kvapalinu nalejeme do vysokej nádoby, Na skúmavke hustomeru je zvyčajne mierka. Hustomer opatrne vložíme do nádoby s kvapalinou až kým voľne pláva. Na mierke hustomeru vieme odčítať hodnotu hustoty kvapaliny. Princíp hustomeru vysvetľuje Archimedov zákon.

C.I.6
Kvôli jednoduchosti uvažujeme hustomer, ktorý je vyrobený z tenkej skúmavky valcového tvaru (plocha priečneho rezu skúmavky je konštantná po celej výške skúmavky), ktorá má zaťaž na dne skúmavky. Výška skúmavky je 20 cm. Pri ponorení tejto skúmavky do destilovanej vody sa ponorí polovica skúmavky do vody. Vypočítajte dĺžku ponorenej časti skúmavky pre obidve vzorky - svetlé pivo a tmavé pivo. Zapíšte Vaše výpočty a výsledky do Odpoveďového hárku.
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Obrázok 3 - Hustomer 
(Source: Wikimedia Commons)

ÚLOHA C.II: KVANTITATÍVNY ODHAD LÁTKOVÉHO MNOŽSTVA CO2. KTORÉ VZNIKNE PRI KVASENÍ

Pri meraní v časti A.II ste zistili, že kvasnice konzumujú a premieňajú cukor, za vzniku etanolu a oxidu uhličitého. Meraním objemu a tlaku vzniknutého CO2, môžeme určiť jeho množstvo v látke (porovnajte s ÚLOHOU A.III.1) pomocou stavovej rovnice pre ideálny plyn
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kde p je tlak plynu pri objeme plynu V a termodynamickej teplote plynu T, a látkovom množstve n. R je univerzálna plynová konštanta (R = 8,314 J·mol-1·K-1). Termodynamickú teplotu T môžete ľahko určiť pomocou Celsiovej teploty napísanej na tabuli. 

Ak budeme predpokladať, že tvar nafúknutého balónika je ideálna guľa, potom pre nafúknutý balón platí nasledujúca rovnica  
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kde pa je atmosférický tlak, r je polomer nafúknutého balóna a C je konštanta popisujúca materiálové vlastnosti balóna a hrúbku balóna. 

Pomôcky: váhy (laboranti Vám ukážu kde sú váhy), sklenené tyčinky, kadička, malá sklenená fľaštička (pyknometer), pravítko a trojuholníky so stupnicou, nafukovací balón, 2 kocky cukru, pekárenské kvasnice (pekárenské droždie asi 20 g). 

Postup:
1. Odvážte spolu obidve kocky cukru. Zapíšte Vaše meranie do Odpoveďového hárku (C.II.1).

2. Vypočítajte termodynamickú teplotu v laboratóriu. Zapíšte Vaše meranie do Odpoveďového hárku (C.II.2).

3. Naplňte pyknometer úplne vodou z vodovodu, ktorej teplota má byť taká istá, ako je teplota v laboratóriu. Vylejte vodu z pyknometra do kadičky. Pridajte pekárenské kvasinky do kadičky a tiež pridajte do kadičky kocky cukru. Pomocou sklenených tyčiniek roztláčajte a súčasne premiešavajte kvasinky a kocky cukru v kadičke.

4. Po dôkladnom premiešaní vlejte daný roztok do pyknometra úplne až po okraj. Opatrne natiahnite prázdny balón na hrdlo pyknometra – pozri Obrázok 4. Požiadaj kolegu z družstva, aby Ti pomohol pri naťahovaní balónika. Nenaťahuj balón veľmi veľa, aby sa nezmenili elastické vlastnosti balóna a tiež nepokazil tvar balóna. Ak sa Ti balón roztrhne požiadaj laborantov a ďalší balón.
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Obrázok 4 – Nafúknutý balón natiahnutý na pyknometer

5. Pozoruj starostlivo nafukovanie balóna. V 40. minúte od naplnenia pyknometra, začni každých 10 minút merať priemer balóna d a výsledky zapisuj do Odpoveďového hárku (druhý riadok v tabuľke C.II.3). Meranie ukonči v 120. minúte. Na meranie priemeru balóna používaj súčasne pravítko a obidva trojuholníky. Ak môžu, nech Ti pomôžu kolegovia z družstva.

6. Vyjadrite vzťah pre látkové množstvo n(CO2)  pomocou priemeru d balóna, termodynamickej teploty T v laboratóriu a konštánt. Zapíšte vzťah a výpočty do Odpoveďového hárku (C.II.4).
7. Pre každý nameraný priemer d balóna vypočítajte objem V plynu v balóne, tlak plynu p 
v balóne a látkové množstvo n oxidu uhličitého. Zapíšte Vaše výsledky do Odpoveďového hárku (Tabuľka C.II.3). Predpokladajte, že tvar balóna je ideálna guľa a zanedbajte objem stopky – (dzindzika) nafúknutého balóna – viď Obrázok 4. Atmosférický tlak v laboratóriu bude zapísaný na tabuli. Hodnota konštanty                   C = 240 Pa·m. Zanedbajte tiež látkové množstvo plyn v balóne pred nasadením na pyknometer.

8. Zakreslite závislosť tlaku plynu p v balóne ako funkciu meraného času t (graf označte ako Graf C1)  a závislosť látkového množstva n v balóne ako funkciu meraného času t (graf označte ako Graf C2).

C.II.5 Vypočítajte maximálne látkové množstvo oxidu uhličitého, ak predpokladáme, že všetka sacharóza sa premení na alkohol a oxid uhličitý. Použite výsledky ÚLOHY A.II. Mólová hmotnosť sacharózy je M = 342,2 g/mol. Svoje výpočty zapíšte do Odpoveďového hárku.     

VEĽA ŠŤASTIA !!!
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