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Ndzev prace: Srovnani sedimentacnich vlastnosti vybranych kvasni¢nych
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Abstrakt: Tato price se zabyvda moznostmi vyuziti CCD detektoru pro
snimani ¢asového vyvoje intenzitnich profili zafeni zpétné rozptyleného
od rozhrani sedimentujicich suspenzi. Takto ziskand data jsou pomoci
navrzeného modelu pouzita k charakterizaci ¢éstic v suspenzi obsazenych.
Specialné pak k urceni stfedni velikosti a polositky distribuce velikosti
kvasinek Saccharomyces cerevisiae jakozto modelového eukaryotniho or-
ganismu, u kterého nés casto zajimaji jeho rozméry. Pro uréeni pfesnosti
metody bylo méfeni sedimentaéni rychlosti taktéZz provedeno na modelové
suspenzi monodisperznich kiemicitych ¢dstic o velikosti 10 pm v destilované
vodé. Pro ovéfeni predpokladu linedrniho vztahu mezi koncentraci ¢astic
a intenzitou rozptyleného zateni je zde provedeno méteni této zavislosti a
urceny rozsah jeji platnosti. Soucasti prace je sestrojeni méfici aparatury,
jenz je zalozena na CCD detektoru obsazeném v komeréni webkamete a
umoznuje paralelni méren{ vice vzorku najednou.
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Abstract: In this thesis, we study the options of applications of CCD de-
tector for imaging the time evolution of intensity profiles of back scattered
light from the interface of sedimentated suspension. Obtained data have
been used for the characterization of particles in the suspension using
designed model. Especially for assignment of median size and half-width of
the distribution of yeasts Saccharomyces cerevisiae, the model of eukaryotic
organisms for which we are often interest in the size. For evaluation of
correctness of the method, the measurement of the sedimentary speed
was also simulated in the test suspension of monodispersed silica particles
of the dimension 10 pum in distillate water. The measurement of depen-
dence of concentration of the particles, and intensity of the light and
assessment of range of the validity was investigated for the verification of
the presumption of the linear dependence. The result of this research is
also used for construction of the measuring apparatus based on the CCD
detector which is a component of common commercial web camera; the
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Kapitola 1
Uvod

Kvasinky patii mezi mikroorganismy s vyznamnym praktickym vyuzitim
nejen pro vyrobu alkoholickych napoju, potravin a léciv, ale v posledni dobé
téz pro vyrobu paliva v podobé bioetanolu pro pohon dopravnich prostiedku
[14]. Dulezitou zpracovatelskou vlastnosti kvasinek je jejich schopnost sedi-
mentovat v gravita¢nim poli [2].

Sedimentace kvasinek se stanovuje jednoduse gravimetricky v sedi-
mentacnich nddobédch nebo odsdvanim zndmého objemu ze zndmé hloubky
a pocitanim jedinct v objemové jednotce odsaté kvasnicné suspenze [24].

Informacné vice G¢inné je stanoveni koncentrace sedimentujicich kvasnic
turbidimetrickymi metodami, zalozenymi na méreni svétla, které rozpty-
lujf [15]. Prednosti turbidimetrickych metod resp. metod zalozenych na ela-
stickém rozptylu svétla je, ze umozinuji sledovat nejen proces sedimentace
kvasnic, ale i cely kvasny proces vcetné sedimentace ¢astic kvasnych sub-
stratt béhem jejich pripravy do zkvasitelné podoby, jako je tomu napf.
v piipadé piipravy a kvaSeni sladiny a mladiny [17], [18].

Vyzkumu, vyvoji a vyuziti novych turbidimetrickych metod pro pivo-
varskou a sladafskou analyzu se vénuje i oddéleni optotermélni spek-
troskopie na katedfe chemické fyziky Matematicko-fyzikalni fakulty Univerz-
ity Karlovy v Praze, v jehoz laboratori predlozend bakalarska prace vznikla.

Ramcovym cilem této bakaldiské prace bylo pomoci nenakladny
piistrojovych pomtucek a vyhleddvacich méfeni ovérit moznost rozsiteni
stdvajicich, pfevazné jednocestnych turbidimetrickych metod a ptistroju,
vyvinutych v oddeéleni [3], [15], [19], [20], [21], o metody vicekandlové,
zalozené na principu zobrazovaci fotometrie.



Kapitola 2

Teoreticky uvod

2.1 Disperzni systémy

Disperzni systém, zkracené téZ disperze, je soustava obsahujici disperzni
prostredi a disperzni podil, ktery je ve formé castic v disperznim prostiedi
rozptylen. Az na malé vyjimky ptredstavuji disperzni podil a disperzni
prostiedi dvé chemicky odlisné slozky nebo smési slozek.

Disperzni podil 1ze charakterizovat z rlznych hledisek. Jestlize jsou
vSechny dispergujici cdstice v systému stejné velké, tak ho nazyvame
monodisperzni. V piipadé ruzné velikosti ¢astic ho pak nazyvame polydis-
perzni. Pro charakterizaci takové soustavy je nutné zadat tzv. distribuéni
funkei velikosti castic. Podle velikosti ¢astic pak systémy rozdélujeme na
hrubé disperze (suspenze, emulze, dym, prach), koloidni disperze (micelarni
koloidni roztoky, roztoky makromolekuldrnich sloucenin) a analytické dis-
perze (pravé roztoky nizko-molekuldrnich ldtek). Rozmér koloidné disperzni
¢astice se udava od 1nm do 1 pum. Horni hranice velikosti koloidni ¢dstice
fadové odpovida rozliSeni mikroskopu pracujiciho s viditelnym svétlem.
Céstice se té7 rozdéluji z hlediska jejich tvaru na izometrické (sféricky sy-
metrické) a anizometrické (zplostélého ¢i protéhlého tvaru) [12].

Disperzni ¢astice je obklopena molekulami disperzniho prostiedi, které
vykonéavaji tepelny pohyb. Jejich nerovnomérné nérazy uvadéji do tepelného
pohybu i samotné ¢édstice. Intenzita tohoto tepelného pohybu ¢astic roste
s teplotou a klesa s jejich rozmérem. Udava se, ze u édstic vétsich rozméru
nez 4 um nenf jiz pohyb znatelny [12]. Dusledkem transla¢niho tepelného
pohybu ¢dstic a molekul je samovolné vyrovnavani koncentraci. Kdybychom
méli naddobu striktné rozdeélenou na dvé ¢asti, kde by v jedné céésti byla



disperzni soustava a v druhé ¢asti Cisté disperzni prostiedi, potom by pohy-
bujici se ¢astice postupné opustily vyhrazeny objem a rozptylily se do celého
objemu, jez by mély nyni k dispozici. Tomuto jevu se ¥ika difiize. Jiny zpusob
vyrovnavani koncentraci je pfes polopropustnou membranu. Tomuto jevu se
iikd osmoza a je taktéz zplisobeny teplenym pohybem. Osmdzou se zde ale
zabyvat nebudeme.

2.2 Rozptyl svétla

cilujici pole v molekuldch nucené kmity, které lze v prvnim pitiblizeni
povazovat za synchronni s budicim zafenim. Z duvodu velké setrvacnosti
jader se kmity realizuji prakticky jen pohybem elektront. Amplituda D
indukovaného dipdélového momentu molekuly je ve slabych polich umérnd
velikosti amplitudy elektrické intenzity E(® pisobiciho pole

D" = a;EY, (2.1)

kde « je tenzor polarizovatelnosti molekuly a je zde pouzito Einsteinovy
sumacni konvence. Oscilujici dipélovy moment molekuly je vSak sam el-
ementarnim zdrojem sekunddrniho zareni. Kmity blizkych molekul maji
definovany fizovy rozdil a proto navzdjem interferuji. Tato interference je
v ptipadé buzeni rovinnou vlnou destruktivni ve vSech smérech kromé sméru
siteni budiciho zafeni [13]. Slozenim budici a rozptylené viny vznikne rovinna
vlna sifici se fazovou rychlosti

c

v = -, (2.2)
n

kde n je index lomu daného prostiedi a c¢ rychlost svétla ve vakuu. Pro
anizotropni prostiedi index lomu zdvisi na sméru Siteni vinéni, proto je to
obecné tenzor. Jelikoz pfi této interakci nedochézi k preddvéani energie mezi
svétlem a molekulami latky, nazyva se elasticka.

V opacném piipadé by se jednalo o interakci neelastickou. Jednou
z nejcastéjSich neelastickych interakci je absorpce prochézejictho zareni
molekulami prostiedi, ¢imz se zmenSuje jeho intenzita /. Tento pokles in-
tenzity lze popsat Lambert-Beerovym zdkonem

I = Iye", (2.3)



kde € je tzv. absorpéni koeficient a [ je drdha, kterou urazi svétlo v daném
prostiedi. Mnoho dalsich neelastickych interakei svétla s latkou je podrobné
popséno v [13].

Situace se vSak komplikuje v pfipadé, kdy prostfedi obsahuje neho-
mogenity o nezanedbatelnych rozmérech viiéi vinové délce prochazejiciho
elekromagnetického zateni. Takovymi nehomogenitami mohou byt naptiklad
buriky rozptylené v roztoku, makromolekuly v nizkomolekuldrnim
rozpoustédle ¢i jen rozdilnd hustota molekul v kapaliné zptisobend
neuspordadanym tepelnym pohybem. Vlivem téchto rozptylovych center
dochézi k naruSeni destruktivni interference sekundérnich vin a vInéni se
§if{ v jinych smérech nez by odpovidalo zdkonum odrazu a lomu (viz [11]).
Uhlové rozlozent intenzity rozptyleného zateni a jeho polarizaéni vlastnosti
zavisejl na hustoté, velikosti a tvaru rozptylovych center.

Pro ruzné poméry velikosti castic vucéi vinové délce dopadajiciho
zafenl muzeme zavést ruzné aproximace vysledného vyzarovaciho diagramu.
Rozlisujeme tak mezi Rayleighovym, Rayleigh-Debyeovym a Mieovym
rozptylem.

Rayleigho teorie rozptylu je nejjednodussi aproximace elastického
rozptylu, kterd povazuje rozptylova centra za zdroje dipdlového zaieni. Tato
aproximace je pouzitelnd jen pro velmi malé izotropni rozptylova centra, je-
jichz rozmér nepresahuje dvacetinu vinové délky rozptylovaného zareni. In-
tenzita rozptyleného zaveni nepiimo roste se ¢tvrtou mocninou vinové délky
zateni dopadajiciho.

Rayleigh-Debyeova teorie vychdzi z predstavy, ze rozptylujici ¢astice je
slozena ze souboru elementdrnich zdroju, jenz lze popsat Rayleigho teorii.
Zde je vSak potieba uvazovat vzéjemnou interferenci rozptyleného zareni
dopadajiciho do detektoru z riznych partii dané ¢astice s ruznou fazi. Z této
uvahy je vidét, ze paprsky rozptylené ve sméru primdrniho paprsku dopadaji
do detektoru se stejnou fazi, proto neni jejich intenzita interferenci ovlivnéna.
Naopak zateni rozptylené proti sméru dopadajiciho zafeni je interferenci
nejvice zeslabeno. Takto lze popisovat i ¢astice obecného tvaru.

Mieova teorie je ze vsech teorii nejobecnéjsi. Lze ji popsat sféricky
symetrickd rozptylova centra o libovolné velikosti, avSak za jeji obecnost
platime jeji slozitosti. Vysledky této teorie konverguji k vysledkiim teorie
Rayleighovy pro mald rozptylovd centra a na druhé strané k vysledkim
danym lomem, odrazem a difrakei zafeni na velkém rozptylovém centru.
Mezi témito krajnimi pfipady vykazuje vyzafovaci diagram pomeérné komp-
likovany charakter.



2.3 Sedimentace

Sedimentaci nazyvame proces usazovani tézsich disperznich ¢astic v dis-
perznim prostiedi vlivem pilisoben{ silového pole.

Na Castici o hmotnosti m a objemu V pusobi v kapaliné o hustoté p a
dynamické viskozité n nasledujici tii sily:

e Tihova sila

G =mg (2.4)
e Odporova sila prostiedi
Ft,me = 6mrnrd (2.5)
e Vztlakova sila
F'vztlak = V,oﬁ' (26>

Po urCitém case se castlce v grav1tacn1m poli § zaéne pohybovat
rovnomérné piimocaie a sily G Fodpor a szt ek Prejdou do rovnovahy. Pro
velikosti téchto sil plati

G - Fodpor - sztlak = (27)

Po dosazeni 2.4, 2.6 a 2.5 do 2.7 a vyuziti vztahu pro objem koule V = —7rr
jiz jednoduse vyJadrlme rychlost sedimentace v kulové ¢éastice jako
) = 2
= 2g(pe = p)r” Dl ) (2.8)
I
kde p; oznacuje hustotu a r polomér kulové ¢astice pohybujici se v kapaliné.
Pro télesa tvaru rota¢niho elipsoidu, jako jsou napiiklad kvasinky,
muzeme vztah 2.8 modifikovat na
29(p, — p)Va?b!
B = : (2.9)
I
kde a vyjadiuje velikost velké a b vyjadiuje velikost malé poloosy rota¢niho
elipsoidu [10].
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Vyse pouzity vztah 2.5 pro odporovou silu (tzv. Stokestv zékon), plati
pro kulové Castice vyrazné vétsi nez molekuly prostiedi, které pak lze
povazovat za kontinuum. Rychlost pohybu castice musi byt na druhé strané
natolik mala, aby odpovidala oblasti lamindrniho proudéni charakterizo-
vaného Reynoldsovym cislem Re << 1, které je definovano jako

Re= TP (2.10)

n

Dalsi podminkou Stokesova zédkona je, aby disperze byla natolik ziedénd, ze
jednotlivé castice jsou od sebe dostatecné vzdalené, takze hydrodynamicky
profil kapaliny obtékajici jednu ¢éstici neni ovliviiovdn profilem jiné ¢astice
nebo dokonce povrchem sedimenta¢ni nadoby. Pti vyssich koncentracich mo-
hou také jednotlivé ¢astice mit tendence k vzadjemnému pfitahovani ¢i odpu-
zovani, coz ovliviiuje rychlost sedimentace.

Vzhledem k tomu, Ze lze v nékterych pripadech obtizné dosdhnout
dostatecné zredénych disperzi, aby na nich bylo mozné provadét méieni
a zaroven byly castice natolik vzdaleny, aby se vzajemné neovliviiovaly,
je nékdy nutné zavést tzv. korekci na koncentraci. Ta spocivd v provedeni
méteni pro nékolik riznych koncentraci a poté se tyto vysledky extrapolujf
pro koncentraci jdouct k nule.

Sedimentaci lze v praxi pouzit pro hrubé disperze (100pm az 1 pm),
pro které je rychlost sedimentace dostatecné velkd, ale jsou stdle splnény
vySe uvedené podminky. U koloidnich disperzi je vétsinou doba sedimentace
natolik dlouhd, Ze je pro laboratorni praxi netinosna. Proto se v praxi pro
koloidni disperze pouziva sedimentace v odstiedivém poli ultracentrifugy,
jenz dosahuje a7 2-10%-n4sobek gravita¢niho zrychlen{ Zemé. Umérné tomu se
také zvysi rychlost sedimentace. Jelikoz v pripadé sedimentace v odstiedivém
poli je odstiedivé zrychleni imérné vzdalenosti od osy otéceni, je jeho popis
komplikovanéjs$i nez prostd sedimentace v gravitacnim poli, kde je rozdil
v tthovém zrychleni v riznych ¢astech sedimentacni nddoby minimalni.

2.4 Metoda sedimentacni rychlosti

Vzhledem k vyrazné zavislosti sedimentaéni rychlosti na rozmérech dis-
perznich ¢dstic, je mozné z prubéhu sedimentace urcit velikost i jejich stati-
stickou distribuci. Jak bylo uvedeno vyse, u hrubych disperzi se sedimen-
tace provadi v gravitaénim poli. U disperznich ¢éstic dosud nerozptylenych
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v disperznim prostiedi, je nejprve nutné pievézt je do formy suspenze. Je-
likoz pifmé stanoveni rychlosti sedimentace jednotlivych ¢astic by bylo prilis
obtizné, méii se makroskopické veliciny z rychlosti sedimentace odvozené.
Jednou z téchto metod je metoda sedimentacéni rychlosti vychéazejici z mérent
zmény koncentrace Castic disperznfho podilu, jenz je registrovdna riznym
stupném rozptylu dopadajiciho svétla.

Piedpokladejme, Ze v ¢ase iy je suspenze dokonale promichdna a kon-
centrace ¢astic ¢y je v celém objemu konstantni. Potom v piipadé monodis-
perzniho systému je sedimentacni rychlost vSech ¢dstic stejnd. To znamend,
7e ¢astice jenz se v Case ty nachazely u hladiny, se v ¢ase t; budou nachdzet
o drdhu s = v(t; — o) blize ke dnu nddoby. Za rychlost v zde dosazujeme vz-
tah 2.8 ¢i 2.9. Béhem této doby dojde k vytvoreni rozhrani mezi disperznim
systémem a disperznim prostiedim. Jelikoz stejné mnozstvi ¢astic, jenz svym
poklesem snizily koncentraci u hladiny, klesly a usadily se na dné nédoby,
koncentrace ¢dstic pod vytvofenym rozhranim se az k rozhrani sedlin na
dné nezméni. Z toho vyplyva, 7Ze skokové rozhrani mezi nulovou a pavodni
koncentraci ¢astic se pohybuje smérem ke dnu rychlosti 2.8 ¢i 2.9.

0,8 -

0,6 1

1

0.4 1

0.2

0,0

Obrazek 2.1: Teoreticky prubéh sedimentujiciho rozhrani polydisperznich
castic v ruznych ¢asech od zacatku sedimentace.
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V piipadé polydisperzniho systému se spojitou distribuéni funkei ve-
likosti ¢astic je situace obdobnd s tim rozdilem, Ze si téchto rozhrani musime
pfedstavit nekoneéné mnoho nad sebou (kazdé se bude pohybovat svou
rychlosti imérnou rozmérum c¢éstic této frakce nezdvisle na ostatnich).
Tim, ze se rychlost riiznych rozhrani ligi, dochédzi k postupnému rozplyvéni
rozhrani v ¢ase (drahovy rozdil rozhrani mensi a vétsi frakce je pfimo amérny
casu).

I =1+ —HE (2.11)
1+e 3

Prubéh intenzity rozptyleného zéfeni na sedimentaénim rozhrani
muzeme v prvnim piiblizeni povazovat za sigmoidalni dle vztahu 2.11.
Zména prubéhu intenzity I normovand pocdtecni velikosti intenzity I,
v zavislosti na vzdalenosti od hladiny v riznych ¢asovych okamzicich v sig-
moidélnim pfiblizeni je na obrazku 2.1. Vyznam koeficientii ze vztahu 2.11
je naznacen na obrazku 2.2.

Al

20x

Obrazek 2.2: Teoreticky sigmoidalni prubéh rozhrani s vyzna¢enym
vyznamem koeficienti sigmoiddlni funkce 2.11.
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V momenté, kdy na dno dosedne posledni ¢dstice z frakce o nejvétsin
poloméru, sigmoiddlni pribéh rozhrani se zacne deformovat a jiz nejde pouzi
pro charakterizaci distribuce velikosti castic obsazené v sedimentujici sus
penzi. Sedimentace konéi usazenim vsech ¢éstic na dné sedimentacni nadoby

Pokud checeme hodnotu koncentrace ¢astic méfit pomoci intenzity
rozptyleného zafeni, je nutné si uvédomit, Ze vétsi ¢astice rozptyluji vice
ne7 malé Castice, a proto maji i vétsi pfispévek k intenzité rozptylenéhc
zéfeni. Dokonce samotnd zavislost mezi koncentraci rozptylujicich monodis
perznich ¢éstic a intenzitou na nich rozptyleného zdfeni bude linedrnihc
charakteru jen do uréité hodnoty koncentrace, od které dojde k saturac
intenzity. To je do zna¢né miry zpisobeno odstinénim dopadajiciho svétle
okolnimi ¢asticemi.

Jelikoz na vytvofeném koncentraénim rozhrani probihd difize, i v ptipad¢
monodisperznich soustav dochdzi k postupnému rozplyvéani rozhrani. Dalsin
artefaktem jenz komplikuje priubéh rozhrani je vliv rychlosti sedimentace n:
koncentraci (tzv. sedimentacni koeficient), coz ma za nésledek, ze v oblast
rozplyvajictho se rozhrani s vyssi koncentraci je rychlost jind néz v mistect
s koncentraci nizsi. V praxi to znamenad, ze se rozhrani bude zaostfovat nebc
jesté vice rozplyvat v zdvislosti na hodnoté sedimenta¢niho koeficientu.
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Kapitola 3

Experimentalni cast

3.1 Meérici aparatura

Zékladem celé aparatury vyobrazené na obrazku 3.1, je webkamera
WebCam Live! Pro, jejimz vyrobcem je firma Creative. Kamera obsahuje
CCD detektor o rozliseni 640 x480 pixel a je pfipojena k PC pomoci rozhrani
USB 2.0. Software WebCam Center, ktery je ke kamefe standardné dodévén,
dokdZe v zadanych intervalech zaznamendvat digitdlni snimky ve formatu
JPEG v 8-bitové barevné hloubce.

Uprostfed zorného pole kamery je umisténo deset sklenénych cen-
trifuga¢nich zkumavek o vysce 100 mm, vnéj$im priméru 16 mm a tloustee
stén 1 mm, v kterych jsou studované vzorky. Zkumavky jsou pfipevnény
ve stojanku, ktery umoziiuje shodné promichavani vSech méfenych vzorku
najednou pfed zapocetim méfeni [22].

Abychom pfi vech mérenich docilili shodného a dobfe definovaného ho-
mogenniho osvétleni véetné stabilni teploty, je vétSina aparatury umisténa
v termostatovaném boxu.

Osvétleni vzorkl v méfici komote je realizovano osvétlovacim panelem
zhotovenym z deseti bilych vysoce svitivych LED diod a difizni clony [25].
Hlavni svételny tok vSak neni sméfovdn piimo na stojan se zkumavkami,
ale mirné mimo, abychom docilili co nejvétsi homogenity nasvétleni pomoci
difuzniho svétla rozptyleného na sténach komory. Napdjeci zdroj svételného
panelu je umistén mimo komoru, aby jeho ztratové teplo nezvySovalo teplotu
uvniti béhem méfeni.

Pies veSkerou snahu o eliminaci nezddoucich reflexi na zkumavkach
upravou osvétleni, se je nepodafilo zcela odstranit. Proto je pfed kamerou
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Obréazek 3.1: Méfici aparatura: [1] webkamera, [2] stojan se zkumavkami, [3]
polarizaéni filtr, [4] osvétlovaci panel s napdjenim, [5] termostatovany box,
[6] teplomeér, [7] PC

umistén polarizacni filtr. Jeho spravnym nastavenim je dale mozné nezddouci
reflexe eliminovat.

Pro sledovédni vnitini teploty komory je do ni zavedena teplotni sonda
digitédlniho teploméru, jehoz piesnost je 0,1 °C.

Data ptivedend do pocitace z webkamery jsou v ném déle zpracovavéana
pomoci vyvinutého softwaru pro automatické zpracovani dat [4], programu
ImageJ [6] a komlexniho softwaru pro analyzu védeckych dat SigmaPlot.

3.2 Formazin

Transmisni zakal (turbidita) je definovdn jako mira thrnné energie, kterd
se pii prichodu svételného paprsku vrstvou disperze o jednotkové tloustce
rozptyli na vSechny strany od tohoto paprsku. Vice informace o zdkalu dis-
perznich soustav vSak poskytuje soucasné meéieni zédkalu v dopfedném a
nefelometrickém sméru rozptyleného svétla v usporadani dle Dienstbiera
a Sladkého (viz [3], [17]-[18]). Formazin (C,HsN,) je latka pouzivand jako
kalibracni standard zdkalu [1]. Vyrdbi se smichanim hexametylentetraminu,
hydrazinsulfiatu a pfefiltrované destilované vody v definovaném poméru pii
teploté (25+£3)°C a nechd se 24hodin zrat. Tim se ziskd suspenze s hod-
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Obréazek 3.2: Snimek ¢dstic formazinu profizeny pomoci SEM (Scanning
Electron Microscope) [7].

notou zékalu 1000 EBC (European Brewery Convention). Jednotka EBC je
pouzivana v pivovarnictvi, v jinych odvétvich se ale spiSe pouzivaji jed-
notky FTU (Formazine Turbidity Unit), kde 1 EBC=4FTU nebo i jiné,
které véak maji pfevodni vztah k EBC stejny jako FTU . Castice formazinu,
pusobici jako rozptylova centra (viz obrédzek 3.2), dosahuji riznych rozméru
dle teploty piipravy (viz [8]). Jelikoz ¢asovd stdlost formazinu roste s jeho
koncentraci, skladuje se ve vysSsi koncentraci v chladu. Formazinova sus-
penze o pozadovaném zdkalu, se pak jednoduse ziskd pomérovym délenim
koncentrované suspenze o znamém zakalu destilovanou vodou. Pouziti for-
mazinu jakozto modelové suspenze pro studium sedimentace je vsak, jak
jsme se sami presvédcili, zcela nevyhovujici. Diivodem je to, ze velikost, tvar
a agregace formazinovych Castic je vyrazné zdvisld na teploté, ¢asu a jejich
koncentraci [7], [19], [20].

3.3 Separon

Jako modelovou suspenzi pro ovéreni metodiky méreni sedimentaéni
rychlosti jsme si vybrali hydrofilni silikagel Separon SI VSK o velikosti
kiemicitych ¢astic 10 um rozptyleny v destilované vodé. Tento material se
pouzivd jako plnidlo do HPLC (High Performance Liquid Chromatography)
kolon a vykazuje kulovity tvar s tizkou distribuci velikosti ¢dstic, z ¢ehoz
plyne malé rozplyvani a snadnéjsi ur¢ovani sedimentujictho rozhrani.

Pro méfteni jsme si pripravili devét suspenzi separonu o objemu 10 ml.
Prvni étyti vzorky byly pripraveny shodné jako suspenze separonu v destilo-
vané vodeé s koncentraci suché vahy disperzniho podilu ¢ = 2/7g - ml ™', aby-
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chom mohli ovéiit reprodukovatelnost metody. Dalsi ¢tyri vzorky pak byly
o shodné koncentraci ¢astic jako prvni ¢tyfi, avSak s postupné se ménici
hustotou disperzniho prostfedi. Riznd hustota prostiedi byla vytvorena
riiznymi poméry destilované vody a 96 % lihu, ktery byl pfidan do jiz
vvtvofené suspenze separonu ve vodé. Pomeér smési destilované vody a lihu
jé udén jako hmotnostn{ zlomek w, kde w = 0 oznacuje cistou destilovanou
vodu. Jako posledni vzorek byl piipraven opét separon v destilované vode,
ale tentokrat o vyssi koncentraci ¢ = 1g-ml .

3.4 Kvasinky

Kvasinky jsou jednobunécné eukaryotni mikroorganismy patiici mezi vyssi
houby, netvori vsak svoji taxonomickou skupinu, a proto neni mozné je jed-
notné definovat. Rozmnozuji se prevazné nepohlavné—pucenim. Mohou také
tvofit pseudomycelium napodobujici kolonie jednobunéénych organismu,
pii kterém se rozmnozuji prehrddecnym délenim. Kvasinky zpracovdvaji
zdroje uhliku kvasenim az na malé vyjimky, které zdroje uhliku zpracovavaji
vyhradné oxidativnimi zpusoby [2].

Kvasinky se vyuzivaji v biotechnologiich a v potravinafstvi, kde maji
nezastupitelny vyznam jako pekafské drozdi, pri vyrobé nékterych mléénych
vyrobku nebo v kvasném prumyslu pfi vyrobé lihu, vina a piva. Jsou vsak
mezi nimi i takové, jenz zpusobuji nezddouci kontaminaci pti vyrobnim pro-
cesu nebo patogenni, které jsou puvodci zdvaznych onemocnéni.

Nejstarsim nélezem, ktery doklddd vyuzivani kvasinek pro produkci alko-
holickych népoju je nalez nddobek na vino pochazejici z neolitické kuchyné
v Hajji Firuz Tepe (8500 — 4000let pf. n. 1.) na tizemi dnesniho [ranu.
Kvaseni bylo téz znamo ve starém Babylénu v obdobi 6000 — 4000 let
pred nasim letopoctem pro produkei nédpoje podobnému dne$nimu pivu.
Nejznaméjsi kvasinka Saccharomyces cerevisiae dostala sviij ndzev v roce
1837, kdy ji Theodor Schwann oznacil jako cukernou houbu (z feckého
saccharos = cukr a mykes = houba). Prvni jednotlivé kvasinky v§ak pozoroval
az Anton van Leeuwenhoek v podobé malych kulicek v pivé pomoci prim-
itivntho mikroskopu kolem roku 1680. V letech 1866 a 1876 publikoval
L. Pasteur prace, v nichz ukdzal aktivni tcast kvasinek na kvasném pro-
cesu. Jeji ¢isté formy byly pak izolovany v letech 1883 — 1890 z piva
E. Ch. Hansenem a z vina Miillerem-Thurgauem [5].

V systému hub (Fungi) patii kvasinky mezi Fumycota — vlastni houby,
a to do dvou velkych pododdéleni: Ascomycotina — vieckovytrusé a
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Obrézek 3.3: Snimek kvasinek Saccharomyces cerevisiae pofizeny DIC
(Differential interference contrast) mikroskopif [26].

Basidiomycotina — stopkovytrusé. Rod Saccharomyces je zatazovan v ramci
vieckovytrusych hub do Endomycetes.

Jak je vidét z obrazku 3.3, kvasinky Saccharomyces cerevisiae vytvareji
buniky ve tvaru rota¢niho elipsoidu. Jejich rozméry pak obvykle dosahuji
délek 3 — 15 um a §itek 3 — 4 um. Hustota kvasni¢nych bunék se pohybuje
mezi 1070 — 1090 kg - m ™ [23].

Pro nase méreni byly pouzity kvasinky spodniho kvaseni Saccharomyces
cerevisiae pivovarského kmene 95. Spodni kvaSeni znamené, Ze kvasinky po
skonceni kvaseni sedimentuji na dno kvasné nadoby.

Kvasinky odebrané v pivovaru z CKT (Cylindro-Kénicky Tank) byly
po prevozu do laboratore rozmichdny v mladiné a 100 — 200 ml této sus-
penze bylo pielito do 0,51 PET lahvi a doplnéno destilovanou vodou. Po
promichédni byly tyto kvasinky skladovany v klidu pii 1°C. Pfed méfenim
jsme ldhev s kvasinkami protfepali a odebrali potfebny objem suspenze,
ktery jsme nechali pfi pokojové teploté ohiat. Dale jsme tuto suspenzi
nafedili na pozadovanou koncentraci a napipetovali 8 ml do méricich zku-
mavek. Nakonec jsme piidali 100 ] EDTA (kyselina ethylendiamintetraoc-
tova) o koncentraci 0,5M, abychom zamezili, pro nase méreni nezddouci,
flokulaci kvasinek a fadné promisili pomalym ptekldpénim stojanu se zku-
mavkami.
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Kapitola 4

Vysledky méreni a diskuze

4.1 Zavislost mezi koncentraci a intenzitou
rozptylu castic

K zjisténi zavislosti mezi definovanym zdkalem formazinu a méfenou intenz-
itou v reflexi, jsme v programu ImageJ provedli intenzitni horizontdlni profil
(obrdzek 4.1) deseti zkumavkami obsahujicimi formazin o riiznych stupnich
zdkalu pii pokojové teploté 25°C. Z takto ziskanych dat jsme v oblastech
odpovidajicich zkumavce o daném zakalu provedli aritmeticky prumeér in-
tenzit. Tyto hodnoty jsou se standardni odchylkou aritmetického pruméru
vyneseny do grafu na obrdzku 4.2. Z ného lze na linedrni zdvislost usuzovat
priblizné do 100 EBC, a proto je zde zavislost pro tyto hodnoty fitovana
funkei y = a -« + yo. Pro vySsi stupné zdkalu jiz neni tato zavislost linedrni.
Pro popis celé zavislosti, jsou hodnoty fitovany tii-parametrickou logarit-
mickou funkel y = a - In(z — zq) + yo, kterd ji dobfe charakterizuje. Regresni
koeficienty a korela¢ni koeficient ziskané fitovanim v programu SigmaPlot
Jsou uvedeny v tabulce 4.1.

Tabulka 4.1: Vysledky fiti zdvislosti z obrazku 4.2.

rozsah zdkalu [EBC] 0 — 100 0 — 800
funkce y=a-z+y |y=a-In(z —20)+ o
arel. j.] 0,984+0,10 37,5+ 3,9
2o [EBC] 5,2 £3,9 -
Yo [rel. j.] 67,4 +4,6 —21,54+ 21,4
R 0,963 0,985
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Obrazek 4.1: Intenzitni horizontdlni profil deseti zkumavkami formazinu
o ruzném stupni zakalu.

4.2 Meéreni rychlosti sedimentace separonu

Snimkovani jsme provadéli v pétiminutovych intervalech pti pokojové teploté
25°C.

Pro zpracovani pofizenych snimkt sedimentace separonu jsme pouzili
software pro automatické uréovani rozhrani. V tomto programu nejdiive
uzivatel zadd polohy x—ové a y—ové osy tim, ze po nacteni prvniho snimku
oznaci dno prvni a horn{ hranu posledni méfené zkumavky. Poté je pozddén,
aby uré¢il dna jednotlivych zkumavek a zadal jejich vysku. Timto jiZ pro-
gram vi, kde v obrdzku se nachézeji jednotlivé zkumavky, je prekalibrovén
z jednotek pixel na mm a je tedy pripraven k samotnému vyhodnocovani
vysky sedimentujiciho rozhrani. Déle jiz uzivatel ruéné pomoci mysi zaddva
polohu jednotlivych rozhrani na snimku. Program sam rozeznd k jaké zku-
mavce dand poloha rozhrani ptislusi a hodnotu zapise do tabulky. Takto si
uzivatel v programu postupné nacitd po sobé jdouci snimky a zaddva polohy
rozhrani v jednotlivych ¢asech. Po nacteni viech obrdzki jsou ziskana data
vyexportovana do tabulky v Excelu.
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Obréazek 4.2: Zavislost intenzity svétla v reflexi na zdkalu formazinu v jed-
notkidch EBC. Zavislost je fitovana funkci ¥ = a - 2 + yo pro hodnoty
0 — 100 EBC a funkci y = a - In(z — zo) + yo pro hodnoty 0 — 800 EBC.

Pfi mérfeni jsme zjistili, ze ¢ocka pouzitd v kameie vykazuje tzv.
poduskové zkresleni [9]. To znamend, Ze zvétSeni na okraji zorného pole
je vétsi nez uprostfed. To by mohlo mit vliv na presnost méieni, ale po
presnéj§im prométeni jsme dosli k zavéru, zZe v mistech umisténi mérenych
vzorki, tedy u stiedu zorného pole, je tento jev nepodstatny. V piipadé
potieby vyuziti celého zorného pole by bylo mozné toto zkresleni korigovat
softwaroveé.

Vyslednd data pro ctyfi shodné suspenze separonu jsou vynesena do
grafu na obrdzku 4.3, kde jsou fitovany linedrni zavislosti y = a - x + .
Z obrézku je patrné, ze si hodnoty vzajemné dobte odpovidaji. To dokazuje
1 skutecnost, Ze vyslednd chyba urc¢eni smérnic o linedrni zavislosti, které
maji vyznam rychlosti sedimentace v jednotkdch mm - min~!, je 1% a ko-
relagni koeficienty neklesaji pod R? = 0,998. Chyba je vypottena z od-
chylky aritmetického prumeéru vsech étyfech smérnic a chyb linedrni regrese
jednotlivych zéavislosti. Z grafu na obrazku 4.4, kde jsou hodnoty taktéz fi-
tovdna linedrni zavislosti ¥y = a - x + yo vidime, Ze rychlost sedimentace je
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nepifmo imérné hustote disperzniho prostiedi. Z rychlosti poklesu rozhrani
posledniho vzorku, jenz je vynesen taktéz do grafu na obrazku 4.4, je vidét,
e vzorek s vyssi koncentraci Cdstic sedimentuje pomaleji nez vzorek s kon-
centraci nizsf. To ukazuje na to, Ze se ¢dstice vzdajemné odpuzuji a tim sed-
imentaci zpomaluji. Z vysledku linedrni regrese vyplyvd, ze naméfené hod-
noty poklesu sedimentacniho rozhrani v éasu odpovidaji velmi dobte teo-
retické linedrni zdvislosti, jelikoz korelacni koeficient v Zddném z piipadu
neklesl pod R? = 0,983. Z hodnoty a ziskané linedrni regresi je pak mozné
zpétné dopocitat velikost sedimentujicich ¢dstic ze vztahu 2.8 v pfiblizeni
kulové ¢astice. V tomto piipadé v8ak zpétné ovéreni velikosti ¢dstic pozbyva
yyznamu, jelikoz Castice separonu ve vodé postupné "bobtnaji” a zvétsuji
tim sviij objem. Tento ndrist objemu nemé vliv na pribéh sedimentace,
protoze ta je pomérné rychld, avsak nas vzorek byl pfipraven jiz den predem
a béhem této doby se velikost ¢astic mohla zménit.

100
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20 4

T T ) T T -t
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Obréazek 4.3: Casové zavislost sedimentace ¢tyf shodnych méfeni separonu
o velikosti éistic 10 um v destilované vodé (w=0) a koncentraci castic
¢=2/7g-ml™'. Zévislosti jsou fitovany funkei y = a - 2 + g
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Obrézek 4.4: Casova zdvislost sedimentace separonu o velikosti ¢dstic 10 ym
pro rizné objemové zlomky w 96 % lihu a razné koncentrace &éstic c.
Zavislosti jsou fitovany funkel y = a -z + yp.

4.3 Meéreni rozmeérové distribuce sedimen-
tujicich kvasinek

Pfi méfeni sedimentace kvasni¢nych bunék jsme se rozhodli z intenzitniho
prubéhu sedimenta¢niho rozhrani méniciho se v ¢ase, namérit nejen rychlost
sedimentace s dostateénou presnosti, ale zdroven zjistit i velikost sedimen-
tujicich kvasinek a jejich ptibliznou rozmérovou distribuci.

Pro sedimentaci kvasinek jsme po predchozich orientacnich meéfenich
vyhodnotili snimkovdni po 15min jako optimdlni. Teplota béhem méfeni
byla stabilné 25°C. Zakal suspenze zméfeny na zdkaloméru (UZLP), byl
94 EBC, coz jesté zarucovalo linedrni zévislost mezi koncentraci a intenzitou
nameétfeného zafeni (viz oddil 4.1).

Pro vyhodnocovéni naméienych snimki jsme nejprve pouzili
zdokonalené verze software pro automatické urcovani rozhrani, ktery
dokdze automaticky nacist snimky v pofadi, v jakém byly poiizeny pro-
gramem Web Cam Center a na urcenych mistech poloh zkumavek vypise
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vertikalni intenzitni profily zkumavek ve v8ech méfenych casech do souboru
typu Excel. Jelikoz program vypisije intenzity’sloiek RGB zvl4st ,.provedli
jsme aritmeticky primér z hodnot pro jednotlivé barvy a ziskali jsme tak
‘hodnot_\' 8-bitovych intenzit ve Skale Sedi. Dalsim krokem bylo odstranit
nerelevantni data a zanechat pouze hodnoty prislusejici prostoru od hladiny
suspenze po prostor, kde jiz dochézelo k usazovani sedimentu na dné
zkumavky a tvorilo se tak druhé rozhrani. Nyni se jednotlivé intenzitni
profily nafitovaly tii-parametrickou sigmoiddlni funkci 2.11, jakozto mo-
delu pritbehu rozhrani (viz téz obrazky 2.1 a 2.2). Nafitované pribéhy
v riznych ¢asovych okamzicich jsou na obrdzku 4.5. Oprdvnénost pouZiti
sigmoiddlniho modelu rozhrani potvrzuje to, ze korela¢ni koeficient se
v téchto fitech pohyboval okolo R? = 0, 980. Horsf shoda byla v pocéteénich
gasech, kdy bylo méné hodnot pfed strmym ristem kiivky pro vypocet fitu.
V dolni ¢asti obrazku 4.5 si lze vSimnout malé neshody dat s prolozenou
kiivkou. To je zplsobeno tim, Ze hladina vzorku pod sebe vrha mirny stin.
Mirny pokles intenzity viditelny v horni ¢dsti obrdzku je zptlisoben tim, Ze
intenzita svétla mirné klesala smérem ke dnu zkumavek. Jinak byla intenzita
v misté vzorku pomérné dobie homogenni. To jsme ovérili intenzitnim
profilem pofizeného snimku bilého papiru. Tyto jevy by §ly odstranit jinou
konfiguraci svételného zdroje. Také by pomohlo umisténi celého stojanu
se zkumavkami do vodni imerze, cimZ by se eliminovaly zbytkové reflexe a
dala by se pomoci termostatu zajistit i vy$si mira teplotni variability.

Z vysledkii fitu nas nejvice zajimaly parametry zo a Az. Jestlize vy-
neseme Casovou zdvislost parametru wz, (obrdzek 4.6), kterou nésledné
nafitujeme linedrni zdvislosti y = a -z + yo (R? = 0,998), potom
parametr ¢ = (9,6 + 0,2) mm - hod™! m4d vyznam rychlosti pohybu stfedu
rozhrani. Ze vztahu 2.8 a vztahu pro plochu kruhu S = 7r? jiz jednoduse
ziskdme stfedni velikost sedimentujicich kvasinek S = (42 £ 1) um. Vy-
nesenim ¢asové zavislosti parametru Az a jeji nasledné fitace linedrni
zdvislosti y = a - x + yo (obrdzek 4.7, R?> = 0,970) dostaneme para-
mentr ¢ = (0,90 + 0,07) mm - hod™!. Ten ma vyznam rychlosti rozplyvéni
rozhrani a polositku distribuce velikosti ¢astic AS = (3,9 £ 0, 3) um z néj
dostaneme opét pies vztah 2.8 a vztah pro plochu kruhu. Tvar distribuce
Je bran jako derivace zdvislosti 2.11, kde plocha bunék S odpovidé sttedu
distribuce s polosifkou AS. Jeji maximum je ddno intenzitou Iy, kterd je
v tomto pripadé ptimo imeérna koncentraci sedimentujicich ¢astic v celém
objemu suspenze. Z obrdzku 4.8, kde je distribuce vynesena, je vidét, ze
vysledné hodnoty odpovidaji teoretickym velikostem kvasni¢nych bunék [10].
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Obréazek 4.5: Zavislost intenzity svétla v reflexi na vzdélenosti od hladiny
vzorku v ¢asovych intrvalech po 15min. Intenzita je ziskdna z 8-bitového
obrdzku ve gkale sedi. Zavislosti jsou fitovany funkei 2.11.
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Obrazek 4.6: Casova zavislost sedimentace kvasinek ziskand z 4.3. Zdvislost
je fitovana funkei y = a - x + yo.
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Obrézek 4.7: Casovéa zdvislost rozplyvéni rozhran{ kvasinek ziskang z 4.3.
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Obréazek 4.8: Distribuce priifezii kvasniénych bunék.
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Kapitola 5
Zaver

Vyvinuli jsme a ovéfili funkénost modelu turbidimetrické aparatury pro
soucasné sledovéani ptipravy a méfeni sedimentace deseti vzorku kvasni¢nych
suspenzi na principu zobrazovaci fotometrie. Ddle jsme vypracovali au-
tomatickou metodu zpracovani a vyhodnocovéni sedimentografickych dat,
naméfenych v rezimu zpétného rozptylu svétla.

Pomoci vyvinuté aparatury a softwaru pro automatickou analyzu
naméfenych dat jsme pouzitim modelové suspenze zhodnotili presnost
metody urcéeni polohy sedimentujictho rozhrani a urcili oblast linedrni
zavislosti mezi koncentraci sedimentujicich ¢astic a intenzity zpétné
rozptyleného zafeni. Nakonec jsme pomoci navrzeného modelu dy-
namiky prubéhu rozhrani suspenze sedimentujicich kvasinek Saccharomyces
cerevisiae v destilované vodé urcili stied a polositku distribuéni funkee jejich
velikosti.

Hlavni vyhody ndmi navrzené metody jsou v tom, Ze aparatura je pii
dnednich cendch béznych CCD detektorii cenové piijatelnd. Je velmi vari-
abilni a lze ji tedy vvuzit k automatickému zdznamu a vyhodnoceni dy-
namiky riznorodych rozhrani. V neposledni tadé umoznuje méteni velkého
poctu ruznych vzorku najednou v dostatetné presnosti, coz je jeji velka
prednost.
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