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1 Uvod

Muj starsi bratr Jakub doma vyrabi ovocna vina. Pti jejich vyrobé nardzi na rizné problémy a
otazky. Nekteré mé zaujaly a rad bych je propracoval na odbornéjsi urovni. Jelikoz kvaseni u
nas probiha v obytnych mistnostech, jako je naptiklad jeho pokoj nebo kuchyn, zamétil jsem
se zejména na zdravotni rizika spojend s produkci oxidu uhli¢itého (pfedevsim ve fazi
boutlivého kvaseni). Objem kvasnych nadob u nds doma mize v nékterych fazich roku
dosahovat az 100 litrd, vznikly CO2 je bez zapachu, chuti a barvy, a proto se jeho

A

nebezpecnost obtizné odhaduje. Navic CO2 je t€Z8i nez vzduch, takze predpokladame, ze nam
nekontrolovatelné sestupuje z prvniho patra do ptizemi. Proto jsem se rozhodl zkvasit vlastni
demizon a provadét na ném riizna méieni.

2 Cile

1. Cil bude zjiSténi, zda ubytek hmotnosti demizonu miZe slouZit jako metoda pro
zjisténi mnozstvi vyprodukovaného COo.

2. Zméieni, kolik COz se vyrobi kvaSenim béhem noci. Cilem bude odhadnuti, v jaké
fazi kvaseni mizu bezpecné dat demizon do malé mistnosti, aniz by byl ohrozen
¢loveék uvniti nedostatkem kysliku, ¢i velkym mnozstvim COo.

3. Budu odebirat vzorky s kvasinkami a budu pozorovat jejich mnozeni.

4. Porovnani pfirastku mrtvych kvasinek ve vzorcich vina.

3  Teorie alkoholového kvaseni

Pti vyrobé domdcich vin je na rozdil od hroznovych vin potieba doslazovat cukrem. V nasich

v v

Glukozu a fruktozu neni potieba odliSovat. Maji stejné chemické slozeni, molarni hmotnost
apod. OdliSnost je pouze v prostorovém uspoiadani jednotlivych atomd, coz na kvasinky a
proces alkoholového kvaseni nema zadny dopad.

Rovnice alkoholového kvaseni:
CsH1206 — 2 CoHsOH + 2 CO»
glukéza — 2 ethanol + 2 CO2

Z rovnice vyplyva, Ze z 1 molu sachardzy ziskdme 4 moly ¢istého CO-.
C12H22011 + H2O — 4 C2HsOH + 4 CO;

sacharoza + voda — 4 ethanol + 4 CO»



4  Postup prace

Uplng prvnim krokem bylo, dozvédét se co nejvice o kvaseni, vinafstvi a chemickych vypoctech a
ziskani porozuméni. Po ¢teni, pozorovani a debatovani s mym stars$im bratrem jsem zacal vymyslet
teoretickou ¢ast a az poté nalozil demizon a provadél méfeni.

Teoreticka ¢ast

Nejdiive bylo potieba piipravit pfesna mnozstvi latek pro nalozeni do demizonu, aby bylo mozné
provadét pokusy s ubytkem hmotnosti a tim pfesné vypocitat, kolik alkoholu a CO2 se béhem celého
procesu vyrobi. Vypocty jsem zalozil na nékolika pfedpokladech:

1. Béhem kvaseni dojde k GipIné pfeméné cukru na alkohol a ve vysledném produktu

nebude obsazena zadna dodavana sachardza.

2. 'V demizonu se miZe nachdzet fada velmi slozitych latek, které slouzi jako potrava pro
kvasinky a zaroven slouzi i k produkci jinych plynt nez CO.. Tyto vlivy pro jejich

spiSe mensi dopad a obrovskou slozitost chemickych procesii zcela zanedbam.

Pro pokus jsem zvolil 51 demizon. Vhodné mnozstvi cukru pro alkoholové kvaseni by mélo
byt na zéklad¢ zkuSenosti mého bratra Jakuba piiblizné¢ 800g az 900g. Pro zjednoduseni
vypoctl rozpustim piesné 2,5 molu cukru, coz odpovida 856g cukru. Mnozstvi vody zvolim
ptesné 41. Vysledny roztok bude mit zhruba 12% koncentraci a bude nenasyceny.

Slouéenina Vzorec Molarni hmotnost [g/mol]
Oxid uhlicity CO2 44,009

Ethanol C2HsOH 46,07

Glukoza CesH1206 180,155

Fruktoza CesH1206 180,155

Sacharéza (disacharid glukézy a CpH2011 342,296

fruktozy bez H>0)

Hustota vody pfi 20°C je uvadéna 0,998205 kg/dm?, ale napf. mineralni voda Vincentka ma
hustotu vyssi - konkrétng 1,0048 kg/dm?. Cukr budu rozpoustst v pomérné tvrdé vodg, u které
budu piedpokladat pro zjednoduseni hustotu 1kg/dm?.



Z 856g tepného cukru ziskame rozpusténim ve vodé roztok glukozy a fruktozy, které
nasledné vstoupi do procesu alkoholového kvaseni. Molarni hmotnost sacharézy je
342,296g/mol, coz je nizsi hodnota nez soucet molarni hmotnosti fruktozy a glukézy. Toto je
zpusobeno vazbou mezi glukozou a fruktézou, ktera se ale rozpusténim ve vod¢ zrusi.

Jestlize tedy z 1 molu sachar6zy ziskdme 4 moly oxidu uhli¢itého, tak z 2,5 molu
cukru ziskame pfi teoretickém dokonalém prokvaseni 10 molt ¢istého CO2, Pii molarni
hmotnosti CO2 44,009 g/mol odpovida 440g ¢istého CO,. Demizon bude kvasit néco pies
mésic, takze se predpokladd, ze hmotnost demizonu klesne minimalné o ¢tvrt kila.

Pro ptesny vypocet objemu potiebujeme znat hustotu CO2 pii normalnim tlaku a
teploté.

Tabulka pfemény vahy na objem pro oxid uhli¢ity
(https://encyclopedia.airliguide.com/carbon-dioxide)

Teplota [°C] Hustota [kg/m?] pri tlaku 101 300
Pa

0 1,9763

15 1,8714

25 1,8075

spocteny prumeér 1,83945
hustot pro 15 a 25
°C

Pro co nejpiesnéjsi piepocet jsem vyuzil pramér hustot prol15°C a 25°C a vzorec V=m/g.
Dosazenim ziskame:

0,44009kg / 1,83945 kg/m® = 0,239250863 m?

Ptiblizné€ by celkovy objem vyprodukovaného CO; mél dosahnout 239 litri. Zde je tieba
vzit v iivahu, Ze se jednd o Cisty CO2, ktery je v koncentraci 5%-10% smrtelné jedovaty.

Meéreni

Dale pak bylo potfeba ziskat vahu schopnou zvaZzit naplnény demizon s velkou pfesnosti.
Predpokladany denni ibytek hmotnosti byl cca 10g. Tento odhad byl zaloZen na tvaze
predpokladaného ubytku 440g rozprostfené¢ho do zhruba jednoho az dvou mésicti. Koupili
jsme novou vahu s pfesnosti méteni na dva gramy. Tato pfesnost méfeni je dostatecna pro

vypocty i grafy.


https://encyclopedia.airliquide.com/carbon-dioxide

Postupnym méfenim tibytku hmotnosti je mozné sledovat, kolik cukru se jiz pfeménilo v
COz. Méteni hmotnosti probihalo pievazné kazdy den okolo Sesté vecer a vysledek byl vzdy
zaznamenan do tabulky, kterd tak postihla prubéh kvaseni ve vSech jeho fazich.

Me¢teni hmotnosti zejména ve fazi bourlivého kvaseni pomtize odhadnout nejhorsi mozna
zdravotni rizika. Mnozstvi vyvijeného plynu je na zaklad¢ zkusenosti ve fazi bouflivého
kvaseni mnohem vyssi nez v pozdéjSich fazich kvaseni. Naptiklad interval mezi unikajicimi
bublinami z kvasné zatky miize byt ve fazi boutlivého kvaseni jedna vtefina, pti dokvaseni to
muze byt n€kolik hodin. Takto nerovnomérny proces mize ¢lovek snadno mylné odhadnout a
zdravotni rizika tak podcenit.

Mg¢teni ubytku hmotnosti jsem se pokusil porovnat s méfenim objemu vyvijeného plynu do
pytle, ¢imz se nezavisle ovéti predpoklady o vykvaseném oxidu uhliCitém.

Nalozeni demizonu

Po provedeni teoretickych vypocta, byl dalsi krok nalozeni demizonu. Neni to tak snadna
uloha, jak by se na prvni pohled mohlo jevit. Nejdiive je nutné vSechno piipravit a vycistit.
Demizon se nejprve musi vykartd¢ovat, aby v ném nebyl prach a zbytky kvasu z piredchoziho
kvaseni. Potom je nutné demizon vypaftit a tak zahubit bakterie. Bohuzel se mi pii tomto
procesu jeden z demizonii zni¢il. Sklo se musi ohfivat postupné, aby neprasklo, ale 1 kdyz
jsem se touto radou fidil, u jednoho demizonu jsem to podcenil.

Kdyz je demizon ¢isty a vydezinfikovany, je nutné svatit cukr s vodou a udé¢lat tak roztok. Je
tfeba ohfivanou nadobu fadné uzaviit. V opacném ptipad¢ by se ptivodni naméfené mnozstvi
vody snizilo unikem pary.

Nasledné se piidavaji zbylé ptisady: kvasinky a zivna stil. Spravny vinaft by piidal i hroznové
vino, ovoce, nebo alespoi hrozinky. V tomto experimentu pro zachovani piesnosti vypocti
zadné dalsi ptisady nebyly pfidany.

Kdyz je kvas ptipraveny, utésni se demizon kvasnou zatkou, do které se piida voda nebo lih.
Je tteba vSechno peclivé zvazit a udélat na kvasné zatce znacku. Voda se po néjaké dobé
vypaii a je nutné ji pribézné dopliiovat, aby nebylo zkreslené vazeni demizonu. MnoZstvi
vody v kvasné zatce nesmi byt ani pfili§ velké ani pfili§ malé. Malé mnozstvi vody mlize vést
k tplnému vypateni, ¢imz by doslo k volném styku vzduchu s obsahem demizonu. Namisto
anaerobniho lihového kvaseni by probéhlo kvaseni octové. Pokud je v kvasné zatce naopak
hodné vody, miZe pifi prudkém zvySeni venkovniho tlaku (zejména v pozdé&jSich fazich
kvaSeni) dojit k vytlaeni vody z kvasné zatky do demiZonu, ¢imZ dojde k infikovani kvasu
bakteriemi. Toto riziko je mensi, pokud je kvasné zatce lih, nicméné v tomto experimentu
byla pouzita obycejna voda.

Otvor okolo zatky je nutné utésnit, aby dovnitt nepronikal vzduch nebo ven oxid uhlic¢ity. Zde
postacila modelina.



Ohrozeni ¢loveéka. Méteni CO2 pomoci pytle.

Hlavnim cilem bylo posouzeni moZnych zdravotnich rizik oxidu uhli¢itého pro ¢lovéka, ktery
v noci spi v mistnosti, kde probihé lihové kvaSeni.
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Prvotnim napadem bylo vytvofeni praktické pomiicky pro vSechny, ktefi kvasi v obytnych
mistnostech a nevi, jak nebezpecné to mize byt. Méla by to byt pomicka pro ty, ktefi se
nechtéji se zatéZovat vypocty a vazenim. Nejlepsim napadem se jevilo praktické méteni
objemu vytvoieného CO., Méteni hmotnosti predpoklada kvasSeni ¢istého cukru. Oproti tomu
pti kvaseni ovoce, které je na rozdil od cukru chemicky velmi slozité, se jevilo méteni
objemu vhodnéjsi metodou, které se neopira o zadné predpoklady. Takové méteni by navic
nebylo zavislé na velikosti pouzitého demizonu a doma by si ho mohl provést prakticky
kdokoliv.

Rychlost vyvijeni plynti jsem méfil casem nutnym k nafouknuti plastového pytle na odpad. S
intervalem jednoho nafouknuti pytle a jeho objemu Ize vypocitat, kolik litrdt CO2 vyrobi
demizon za osm hodin (pfedpokladana doba spanku).

Cloveék v klidu produkuje zhruba 19 I/h CO2(152 1/8h) (viz
http://www.fce.vutbr.cz/TZB/rubinova.o/prednasky/tp05.pdf ). Objem vytvoteného plynu
kvasenim je pak mozné piepocitat na pocet lidi, kteti by v mistnosti museli spat, aby vytvofili
stejné mnozstvi CO». Takovy udaj uz je pro kazdého ¢loveéka snadno uchopitelny: predstavte
si, jako kdyby s vdmi v malé mistnosti spalo napt. dalSich pét lidi..

K uskute¢néni cile v8ak bylo zapottebi sehnat pevny pytel a dostate¢né kvalitné ho piipojit
hadickou na demizZon.

U ptipraveného pytle bylo nutné zmétit jeho objem pii naplnéni. Montazi hadicky
samoziejmée doslo ke zmenseni jeho kapacity. Méfeni objemu pytle jsem provadél naplnénim
vodou. Uz toto méieni vyZaduje dostatecné pevny pytel. Pfi prvnich pokusech vzdy doslo pfi
méfeni objemu k protrzeni pytle tihou vody. Zakoupenim pevnéjsiho pytle se podafilo tuto
komplikaci vyftesit.

Zkousel jsem pytel napojit ptes hadicku a celé jsem to slepil lepenkou, nebo zaplacal
modelinou. Konec¢ny problém byl ale v tom, Ze se mi pytel kvili velké velikosti a pevnosti
materialu nikdy Gplné nenaplnil.

Z ptedchozich vypocti vime, Ze by pétilitrovy demiZon pii Gplné premeéné cukru na alkohol
mél vytvorit az 239 litri CO2 béhem asi dvou mésicti. Mnozstvi vyvijeného plynu za
naptiklad jednu hodinu, po kterou by mohlo probihat praktické méteni, je u takto malého
demiZonu 1 ve fazi bouflivého kvaSeni jednoduse ptili§ malé. Méteni do malého a pevného
pytle by zase bylo zatiZeno velkou chybou.

Meérak CO»

Systém s pytlem se sice neosvédcil, ale k provadéni tohoto cile jsem si jesté potidil meérak
CO2 (vyrobce XINTEST, typ HT-2000) v cené pod 100 Euro. Tento métak dokaze mérit
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hodnotu CO; v jednotkach ppm (pocet molekul na milion). Mé&fak je schopen méfit koncentrace
az do maximalni hodnoty 10 000, coz odpovida koncentraci 10%. Pfesnost méfeni je dana pouZitou
sondou a u tohoto mé&faku je konkrétng 50 ppm. Drazsi pristroje (od 250 EUR) dosahuji vEtsi
presnost méteni, ale za vyrazné vyssi cenu. Udavana presnost vSak pro bézné pouziti a potieby
tohoto experimetu dostacuje.

Metak se jednoduse necha trvale zapnuty v méfené mistnosti. Kdyz CO:z ptekroc¢i urcitou
normu, méfak zacne pipat, coz okamzité signalizuje nutnost vyvétrat. Méfak rovnéZ umoziuje v
pravidelnych intervalech zaznamenavat postupny nariist koncentrace CO2 béhem noci.

Ve vzduchu se bézné nachazi asi 0,5% CO: a to je v prepoctu 500 ppm. Smrtelny je asi pfi koncentraci
5 000-10 000 ppm CO,. Navod k ptistroji konkrétné€ uvadi tyto orientacni prahové hodnoty:

Koncentrace CO; Vyznam
[ppm]
250-350 Obvykla hodnota pro venkovni vzduch
350-1000 Obvykla hodnota pro vzduch v mistnostech
1000-2000 Zvysena koncentrace piisobici pocit nedostatku vzduchu a malatnost
2000-5000 Vysoka koncentrace ptisobici bolest hlavy, inavu a ospalost
>5000 Kriticka koncentrace ptisobici trvalé poskozeni mozku, koma, pfipadné
smrt.
RS -
TR e e =
A e A= v
- s g e,
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Zvysena lokalni koncentrace CO>

A4

ale jasné, zda k podobnému efektu mtze dojit i v podminkach bézného domu, kdy by se oxid uhlicity
koncentroval vice u podlahy anebo dokonce pronikal z mistnosti z horniho patra do ptizemi domu a
ohrozoval tak ponékud ne¢ekané osoby v jiné mistnosti, nez kde probiha samotné kvaseni. Pomoci
meraku COg, je mozné pokusit se zméfit, zda koncentrace CO: je vyssi u podlahy nez u stropu
mistnosti. Ranni méfeni koncentrace oxidu uhli¢itého v riznych vyskach mistnosti, kde nikdo v noci
nespal a CO; tak nikdo nevifil, neprokazalo zvySenou hodnotu u podlahy. Je mozné, Ze navzdory
opatrnosti doslo ke zvifeni vzduchu béhem méfeni anebo vstupu do mistnosti. Dale je také mozné, ze i
drobny pruivan od oken anebo ode dvefi zajisti dostatecné promichani vzduchu a zamezi tak vyssi
koncentraci u podlahy. Také nelze vyloucit, ze mnozstvi vyprodukovaného CO- ptes noc bylo pfilis
malé na to, aby byl efekt vyssi koncentrace u podlahy méfitelny. Méfeni tedy neprokazalo nic
konkrétniho, ale tato otdzka by si zaslouzila dalsi pozornost.

Sledovani kvasinek pod mikroskopem

Po ukonceni vaZeni a méfeni jsem z demiZzonu odebral vzorky kvasinek. Vzorky kvasinek
jsem pak sledoval pod mikroskopem a zachytil je na fotky. Snazil jsem se zachytit i proces
rozmnozovani kvasinek.

Sledovani mrtvych a Zivych kvasinek

Po ukonceni sledovani odebranych vzorkl kvasinek jsem nabral rtizné dalsi vzorky ze svrchni
vrstvy a z kalu usazeném na dné demizonu. Z téchto vzorki §lo pfimichanim methylenové
modii, smichané s vodou, zjistit, zda jsou kvasinky mrtvé (obarvené do modra), nebo
neobarvené (Zive).

Pod mikroskopem jsem je pak ve §kole pozoroval. S pfidanou methylenovou modii se podatilo
rozlisit Zivé a mrtvé kvasinky.

5  Vysledky, diskuse

Hmotnost demizonu

Tabulka hmotnosti demizonu

V tabulce jsou podrobné vysledky méfeni vahy demizonu. Prazdna policka nasledné
odpovidaji chyb&jicim hodnotam Vv grafu. Kdyz jsme byli se Skolou na vyjezdech nebo jsem odjel
na hory, demizon doma vazili rodi¢e. BohuZel se jim nepovedlo kazdy den si na vazeni demizonu
vzpomenout.

Demizon jsem vazil piesné 45 dni a hmotnost klesla celkoveé o 90g. Nicméné demizon by mél
dokvaset jesté alespon 2-3 mésice, ale tento proces uz by byl moc zdlouhavy pro kazdodenni
méfeni.
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Graf Gbytku hmotnosti

Graf znazornuje pokles hmotnosti za 45 dni. Prvni dva tydny se kvasinky mnozily a tim padem se
hmotnost skoro neméni. Poté dochazi k velkému poklesu. Ve fazi boutlivého kvaseni hmotnost
poklesne denné okolo deseti gramii, poté se postupné zmirfiuje.

Kdyby obsah alkoholu dosahl az 14%, kvaseni by uz bylo jen minimalni, protoze by skoro vSechny
kvasinky vyhynuly na otravu ethanolem.

Hmotnost demizonu v case

6300 @ hmotnost[g]
6275
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Doba kvaseni byla pfili§ kratka na to, aby se vice projevila nerovnomeérnost kvaseni. Na ziskaném
grafu ale presto lze zpomalovani kvaSeni pozorovat.

Metoda méfeni CO2 pomoci pytle

Na zaklad¢ praktické zkuSenosti nelze méfeni pomoci pytle doporucit. Neuspéch tohoto
experimentu byl zpiisoben 1 tim, Ze v demiZonu vznikd koncentrovany oxid uhli¢ity ve velmi
malém objemu. Zdravotni rizika vSak zplisobuje i po nafedéni vzduchem do malych
koncentraci. Pokud bych si toto dobfe uvédomil na zacatku experimentu, zvolil bych pro
méfeni mnohem vétsi nadobu - napiiklad sud o objemu 501.

Dalsi obavou pro piesnost méfeni bylo mozné unikani CO3 pies sténu pytle a vliv postupného
nartstu tlaku v pytli, ktery pisobi proti tlaku vznikajicim v demiZonu. Dal§im moZnym
rizikem méfeni mohl byt zvySeny tnik CO2 skrz uzavér demizonu s kvasnou zatkou. Dale
nebylo jisté, zda se podaii naplnit pytel CO2 do takové miry, do jaké byl pytel naplnén vodou.
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Puceni malych kvasinek - pozorovani

Kvasinky se rozmnozuji, jako jednoduché organismy pucenim. Na obrazku mizeme pozorovat
rozmnozovani a sdruzovani malych kvasinek. Z obrazku nelze poznat rizné odriidy kvasinek,
vSechny jsou pod mikroskopem bledé¢ a vidét je hlavn€ cytoplasmatickd membréna.
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Obrazek byl potizen vestavénou kamerou skolniho mikroskopu. Doporucené zvétSeni pro sledovani
kvasinek je 15x40, ja jsem pouzival zvétSeni 10x40 - tedy 400krat, které bylo pouzito i pro ptiloZzeny
obrazek.

Pozorovani kvasinek s ptidanou methylenovou modii

Pro pokus s methylenovou modti jsem pouzil vzorek, odebrany z kalu, usazeném na dné
demizonu. Slo na ném nejlépe ilustrovat rozdil, mezi mrtvymi a Zivymi kvasinkami.

Na obrazku je vlevo dole shluk tmavé modrych kvasinek, které jsou zcela jisté mrtvé a v okoli
se vSude kolem volné nachdzi bilé¢ kvasinky, které se priniku methylenové modii skrz
plasmatickou membranu ubranily.

18



Dalsi ze vzorkd ze dna demizonu




Shluk mrtvych kvasinek byl zptsobeny tim, Ze mrtvé kvasinky postupné padaji na dno.
Vytvotily tak souvislou vrstvu kalu, ze kterého jsem také odebiral vzorek. VétSina
pozorovanych kvasinek byla ziva a pozorovanych kvasinek bylo velké mnozstvi. To znamena,
ze vyprodukovaného alkoholu nebylo tolik, aby kvasinky zabil.

Pti odebrani vzorku ze spodnich vrstev bylo pozorovano mnoho kvasinek, ve vzorcich z
hornich vrstev bylo naopak velmi mélo kvasinek. Této skutecnosti se vyuziva pfi stdceni vina,
kdy spodni vrstva se nestaci. Mrtvé kvasinky jsou nezadouci, nebot kazi chut’ vysledného
vina.

6 Zavéry

Co se povedlo?

e Povedlo se nalozit a zkvasit jeden cukernaty roztok.
e Nasledné provadét kazdodenni méfeni pomoci vahy a zaznamenavat data do tabulky.
e Pozorovat kvasinky pod mikroskopem.

e Provést pokus s methylenovou modfi.

Co se nepovedlo?

e Provést méfeni pomoci pytle pies noc.

e Jeden demizon praskl prudkou zménou teploty.

e [épe zmétit rozdil v produkei CO2 mezi boutlivym kvaSenim a dokvasenim, které by
vyzadovalo nejméné dalsi mésic méfeni.

e Objasnit otdzku odlisné lokalni koncentrace CO2 v domacnosti.

e Umistit postup na internet.

Bonusy

e Na zakladé¢ mych zkuSenosti, ziskanych z prace jsem se rozhodl udélat béhem
laboratornich praci z biologie pro tiidu Ksi (prima) Gymnazia Piirodni Skola pokus s
kvasinkami. Tento program probéhne po domluve s uciteli v dunu 2018. Dé&ti budou
béhem laboratornich praci pozorovat pod mikroskopem vzorky kvasu a dozvédi se

vice o kvaseni. Pro studenty to mtize byt zajimavé téma.
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e Dile vezmu métak CO2 do hodiny a budeme sledovat, jak stoupa koncentrace CO>
béhem vyucovani a zda neni koncentrace CO2 nevhodn¢€ vysokd. Bohuzel ve

vyhlaskach chybi konkrétni limit koncentrace CO2 pro Skolské budovy.
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