Postup fermentacie a fotometrické stanovenie

1.4 Filtracia
hydrolyzatu
Po hydrolyze
prefiltrujte
hydrolyzéat cez
Nutsche filter
(Blchnerov
lievik).

2. Fermentacia

2.1 Priprava kultivaéného média
(dvojnasobne koncentrované)
Pozrite material pre ugitelov.

2.2 Priprava kultary

1. Pridajte 20 g
Cerstvych
kvasiniek do
50 ml
dvojnasobne
koncentrovaného
kultivacného
média a 50 ml
destilovanej H,O.

2. Zmess
kvasinkami zamieSajte.

2.3 Fermentécia v bioreaktoroch
1. Naplnte fermentor
- 800 ml kultivaénym médiom
(dvojnasobne koncentrovanym),

- 800 ml filtrovanym hydrolyzatom.

2. Zacnite
fermentaciu
s nasledujacimi
podmienkami:
- anaerdbne
- 30°C
- 200 rpm
- pH45

fermentore je mozné dor pridat

fﬂ& AZ po nastaveni podmienok vo
100 ml kultary!

3. Fotometrické merania

3.1 Odoberanie vzorky
Vzorky odoberte na zacCiatku
fermentacie (to) a po 15 (ty), 45 (t2), 90
(t3) a 150 (t4) minatach.

1. Pred kazdym odobratim vzorky
oplachnite pipetu tym, ze odoberiete
5 ml fermentacného média.

2. Odobratych 5 ml vzorky vylejte.

3. Znova odoberte 5 ml fermentaéného
média.

4. Odpipetujte 1 ml média na stanovenie
glukdzy a etanolu (3.2.1) a dal§i 1 ml
na meranie optickej denzity (OD)
(3.2.2) do 2 reakénych skimaviek,
ktoré prenesiete na fad.

5. Skumavky centrifugujte po dobu 1
minuty pri 14000 rpm.

6. Po centrifugacii napipetujte po 500 pl
supernatantu do novych skimaviek.

7. Zmrazte skimavky na -20 °C do
momentu fotometrického stanovenia
glukézy a etanolu.

3.2 Fotometrické stanovenie

3.2.1 Stanovenie etanolu a glukozy

1. Pocas stanovenia etanolu davajte
pozor: po kazdom pipetovani a po¢as
merania musi byt kyveta uzavreta
vrchnakom!

2. Stanovte koncentraciu glukézy
a etanolu podla prilozenej
pipetovacej schémy. (

3.2.2 Stanovenie optickej denzity

1. Stanovte hodnotu slepej vzorky s 1 mi
kultivatného média (1x) pri 600 nm.

2. Odoberte 125 pl z 1 ml vzorky
a pridajte 875 pl (1x) kultivaéného
média.

3. Zmerajte OD vzorky pri 600 nm.

4. ZapiSte namerané hodnoty do
priloZzeného pracovného listu.



