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Uvod

Cilem této diplomové prace je studium vitality kvasnicné suspenze kombinovanymi
elektrochemickymi a fotometrickymi metodami u vybranych prumyslové vyznamnych
kment. Za timto ucelem byly shrnuty ruzné metody studia viability a vitality, jednou
z nichz je metoda AP-testu.

Jedna se o jednoduchou a nendkladnou metodu, zalozenou na méreni zmén extrace-
luldarniho pH, ktera pres svou relativni nenaro¢nost muze dobie slouzit k rozliseni me-
tabolické kompetence ruznych vzorku kvasnic a predpovédi prubéhu fermentace. Byla
navrzena Miroslavou Opekarovou a Karlem Siglerem jiz na zacatku osmdesatych let
[10] a [14]. AP-test se béhem nésledujich let stal hojné vyuzivanym v potravinaiském
prumyslu, zejména pivovarnictvi. Zde byl doposud nejcastéji pouzivan v provedeni
podle Kary [7]. Laboratorni praxe vsak v fadé piipadu poukazovala na ne piilis dobrou
reprodukovatelnost a ne zcela jasné souvislosti vysledku testu s prubéhy fermentace. De-
tailnim studiem AP-testu za i¢elem nalezeni pricin neptesnosti ve vysledcich a zpusobu
méteni AP hodnot tak, aby odpovidaly potencidlni vitalité, se zabyvaji napf. préace [13]
a [2]. Tato diplomové préce na né navazuje a v prvni ¢asti se zabyva studiem vlivu
nékterych fyzikalné-chemicko-biologickych podminek na vysledky AP-testu a navrhuje
optimalizovany postup pfi némz je dosazena maximalni presnost testu a jeho reprodu-
kovatelnost.

Optimalizovany AP-test je pak vyuzit piimo ke studiu zmén vitality kvasnic opa-
kované nasazenych v pivovarském provozu.

Kvasnice jsou pii pouziti v prumyslovém provozu vystavovany radé stresovych fak-
tort, které mohou ovlivnit jejich vitalitu a tim i vysledek celé vyroby. Studium vlivu
stresovych faktoru je pak potteba zejména pii zavadéni novych vyrobnich technologii.
7 téchto duvodu je v této praci pomoci optimalizovaného AP-testu studovan vliv os-
motického tlaku na vitalitu kvasnic.

Pro lepsi pochopenti toho, jak se na vysledcich AP-testu odrazi zmény v metabolismu
bunék, byla provedena predbézna studie vlivu nékterych inhibitort metabolickych pro-
cesu.

Bézna metodika méteni pH kvasnicnych suspenzi vyuziva klasickou elektrochemic-
kou sondu, ktera je v pfimém kontaktu se vzorkem. PTimy kontakt s sebou nese nékteré
nevyhody (napf. moznost kontaminace, objemové omezeni, reakéni rychlost elektrody,
problémy pii manipulaci), které by bylo mozné zcela ¢i ¢astecné eliminovat pii nekon-
taktnim méreni pH s pouzitim fotometrickych metod.



Druha c¢ast diplomové prace je proto vénovana feseni problematiky bezkontaktniho
meéreni pH s ohledem na konkrétni podminky AP-testu (obor pH, vodné prostiedi,
kvasnicnd suspenze, rozptyl svétla na burnikach). Je popsédn postup nalezeni vhodného
pH indikatoru a jeho spektralni charakterizace, modelové je studovan vliv rozpty-
lujictho prostiedi na fotometrickd méreni a je navrzen postup pro zpracovani spektral-
nich dat k urceni pH.



Kapitola 1

Teorie

1.1 Kvasinky

Kvasinky jsou jednobunééné eukaryotni mikroorganismy patiici mezi vyssi houby (eu-
mycota). Jakozto nejnizsi eukaryotni organismus jsou kvasinky modelovym organis-
mem. Netvoii vlastni taxonomickou skupinu, proto neni mozné je jednotné definovat.
Rozmnozuji se prevazné vegetativné a to pucenim nebo prehradeénym délenim. Jsou
schopny se mnozit také pohlavné pomoci spér. Nevytvaii pravé mycelidrni struktury,
ale jsou schopny vytvaret pseudomycelium napodobujici kolonie jednobunéénych or-
ganismu, ve kterém se rozmnozuji prehradecnym délenim. Tvar a velikost kvasniéné
buiky se lisi druh od druhu a jsou ovlivnény starim a ploiditou, pro Saccharomyces ce-
revisiae je typicky tvar rota¢niho elipsoidu o praméru 5— 10 pm (obréazek 1.1). Celkove
existuje 457 druhu ze 78 rodu kvasinek.

Nejstarsi dokumentaci fermentace pomoci kvasinek jsou nalezy nadobek na vino
pochézejici z neolitické kuchyné v Hajji Firuz Tepe (8500 — 4000 let pf. n. 1.) na tizemi
dnesniho Irénu. Vyrobu alkoholickych napoji z nakliceného obili znali jiz ve starém
Babylonu 6000 — 4000 let pt. n. 1. Prvni pozorovani kvasinek pomoci primitivniho mi-
kroskopu provedl Anton van Leeuwenhoek (1680), popsal je jako malé kulicky v pivu.
Roku 1837 popsal Theodor Schwann v kvasici tekutiné rozmnozujici se kvasinku a po-
psal ji jako cukernou houbu (fecky saccharos=cukr a mykes=houba). Prvni izolace
kvasinek probéhla v letech 1883 — 1890 z piva Emilem Christianem Hansenem a z vina
Miillerem - Thurgauem.

Dnes se vyuzivaji kvasinky zejména v biotechnologiich, potravinaistvi k vyrobé
pekatského drozdi, mléénych vyrobku a v kvasném prumyslu k vyrobé piva, lihu a vina.
Kvasinky mohou pusobit i negativné, napt. kontaminaci prostredi a nékteré druhy pa-
togennich kvasinek (Candida albicans nebo Cryptococcus neoformans) zpusobuji one-
mocnéni.

Struktura kvasinkové bunky jakozto eukaryotniho organismu je typicka. V dalsich
odstavcich tedy budou zminény pouze ¢asti ptimo tcastnici se metabolismu bunky.
Nejprve se vSak pozastavme nad vlastnostmi pivovarskych kmenu kvasnic, které jsou
vyuzivané pti vSech métenich v této praci.



Obrazek 1.1: Snimek kvasinek Saccharomyces cerevisiae potizeny elektronovym
mikroskopem. Prevzato z: http://www.bath.ac.uk/bio-sci/research/profiles/
wheals-a.html

Pivovarské kvasinky

“s e

chténé kmeny Saccharomyces cerevisiae, které maji specifické vlastnosti:
e kvasi pti nizké teploté: 5 — 10°C
e maji vysokou toleranci k ethanolu, 12 % letdlni hranice
e v metabolismu sacharidi pievldds kvaseni z 85 — 90 %!
e autolyzuji - jsou schopny fizeného sebezniceni
e disponuji konstitutivnim prenasecem pro maltosu

e aglutinace a sedimentace: kvasnice se po zkvaseni média usazuji na dné kvasné
nadoby; tato vlastnost je typicka pro kvasnice spodniho kvaseni, které se pouzivaji
pro vyrobu piva plzenského typu

Pro uvedené vlastnosti jsou tyto kmeny kvasnic zvlasté vyhodné pro vyrobu piva.
Mezi dalsi vlastnosti, nejen pivovarskych kvasnic, ale obecné bunék vybavenych plazma-
tickou membranou patii schopnost odolavat osmotickému tlaku. Tato schopnost je
dulezita pri zméndch vnéjsiho prostiedi, takze napt. pti vyrobé piva kvasenim v cylin-
dricko-kénickych tancich. Vlivem osmotického tlaku na vitalitu bunék se zabyva i tato
prace. O tom, co to osmotické jevy jsou, pojednavaji dalsi radky.

ITato pievaha anaerobnfho metabolismu plati pro tzv. spodni pivovarské kvasnice, svrchni pivo-
varské kvasi z 50 — 60 %.



1.1.1 Osmoza

Osméza je difuze rozpoustédla pres polopropustnou membranu (v piipadé bunék pfres
plazmatickou membranu) z prostiedi o nizké koncentraci do prostiedi o vysoké kon-
centraci rozpusténé latky, cili proti koncentra¢nimu gradientu. Principem je, Ze roz-
poustédlo (napf. voda) membranou bez odporu projde, rozpusténa ldatka nikoli. Jednda
se o fyzikalni proces pii némz pohybem rozpoustédla neni spotiebovavana energie.

Osmotické jevy jsou vyznamnou hybnou silou mnoha biologickych procesi, rada bi-
ologickych membran je semipermeabilnich. Napt. napéti udrzujici tvar bunky je z velké
casti zpusobeno pravé osmozou.

7 pohledu bunky umisténé do vodného roztoku muzeme definovat 3 typy prostiedi:

e hypotonické — velmi ziedény roztok, s koncentraci vody vyssi nez v bunkach
e isotonické — roztok se stejnou koncentraci vody jako v bunkéch

e hypertonické — koncentrovany roztok, koncentrace vody uvniti bunék vyssi nez
vne

Na kazdé z téchto prostiedi bunka reaguje jinak, v hypotonickém v dusledku osmézy
zacne prijimat vodu, zacne se zvétSovat a je nucena vyrovnat zvySené vnitini pnuti
zpusobené zvétsenim objemu, neni-li toho schopna, muze dojit k poruseni jeji membra-
ny. V hypertonickém prostiedi buiika naopak vodu ztraci a zmensuje sviij objem, to se
muze negativné projevit na prijmu zivin. V isotonickém prostiedi nedochézi k presunu
vody pfes membranu, tudiz ani ke zméné objemu bunky.

V hypertonickém a hypotonickém prostiedi je tedy bunka vystavena tzv. osmo-
tickému tlaku, ten je definovan jako sila pusobici na jednotku plochy, kterd zabrani
pruchodu vody pres membranu. Osmoticky tlak je zdvisly pouze na molarni koncent-
raci rozpousténé latky:.

Dojde-li k nahlé zméné koncentrace roztoku s bunkami, vystavime je timto tzv.
osmotickému stresu, ¢i osmotickému Soku. Kazdy organizmus ma vlastni mechanizmus,
jak se vyrovnat s touto situaci, kterd se projevuje fyziologickymi, biochemickymi a
dalsimi zménami [4].

V souvislosti s osmézou jsou definovany veliciny osmolarita a osmolalita.

e Osmolarita - je definovédna jako mnozstvi molu rozpusténé latky na litr roztoku.

e Osmolalita - je definovdna jako mnozstvi molu rozpusténé latky na kilogram
rozpoustédla.

e Osmol (Osm) - je jednotka, ktera je imérna poc¢tu molu osmoticky aktivni latky
v roztoku

Osmotické jevy maji velky vliv na fyziologicky stav bunky. Jejich konkrétni projev
na vitalité bunék bude ovéren v kapitole Vyuziti AP-testu (viz stranka 40).

Déle jiz k metabolismu bunky, ktery hraje vyznamnou roli pii stanoveni vitality
pomoci AP-testu.
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1.2 Metabolismus kvasinek

Dusledkem metabolismu kvasinek je biosyntéza latek (slozky buiiky a obal), jedna se
o asimilacéni proces (anabolismus) a k jeho realizaci je potieba dodat energii - dochézi
k endergonickym reakcim. Dalsim dusledkem metabolismu je rozklad latek, coz je di-
similaéni proces (katabolismus) a dochézi pi ném k uvoliiovani energie - exergonické
reakce.

1.2.1 Transport latek

Pro realizaci zakladniho metabolismu je dulezity vstup a vystup latek do a z bunky.
Ten ovliviiuje bunécna sténa, ktera je v ruznych fazich riastu ruzné propustna, pro
mladé bunky je tenkd a propustnd, ve stacionarni fazi propustnost klesa. Pti pruchodu
bunécnou sténou také zavisi na velikosti, symetrii a naboji dané molekuly, sténa sa-
motnd ma zaporny naboj.

Dilezitou roli pti transportu pak hraje cytoplasmatickd membréna. Z hlediska ener-
getické vymeény lze transport membranou rozdélit na pasivni a aktivni, z hlediska me-
chanizmu pak na: prostou difuzi, prenasecovy ptenos, skupinovou translokaci a pino-
cytosu.

Prosta difuze

Prosta difuze je neselektivni, nezavisla na teploté, metabolitech a mutacich. Dochazi k
ni prostfednictvim hydrofilnich péru a lipidnich oblasti v membrané. Do kvasinkovych
bunék se prostou difuzi dostavaji napt.: Hy0, mastné kyseliny, ethanol, organické kyse-
liny (lipidy), glucerol, laktat a ribéza.

PienasSecovy prenos

Mechanizmem je prechodnd reakce substratu s nékterou membranovou slozkou (nosi-
¢em ¢ prenasecem), dusledkem je tzv. usnadnénd difuze nebo aktivni transport.

e usnadnénd difuze: Pii tomto prenosu latek neni spotifebovavana energie, ale je
nutnd piitomnost nosice. Pfi usnadnéné difuzi zalezi na koncentra¢nim gradientu,
muze k ni dochazet obéma sméry. Timto mechanizmem se do bunky kvasinky
dostava napt. glukosa ¢i galaktoza.

e aktivni transport: Existuji dva typy aktivniho transportu, priméarni a sekundarni
(viz obrazek 1.2). Primarni vyzaduje energii, ¢ili byva sprazen s exergonickou
reakei (napft. Stépeni ATP, oxidace substratu, pohlceni fotonu). Pii sekundérnim
transportu castice je vyuzivano sprazeni s disipaci energie gradientu elektroche-
mického potencidlu jiné ¢astice (HT nebo Na™). Rozlisujeme symport - dochézi k
transportu obou ¢éastic stejnym smérem a antiport - ¢astice jsou transportovany
v opacnych smérech (viz obrazek 1.3).
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primarni sekundarni

2K* 3Nat Na* glukosa

MIMOBUNECNY
PROSTOR

CYTOSOL

glukosa

ADP + Pi

Obrazek 1.2: Schéma primarnitho a sekundérniho aktivniho transportu eukaryo-
tické buiky. Prevzato z: http://gvm.vm.cz/vyuka/bio_pojmy/figures/transport_
aktivni.O1.jpg

o @ & @
symport antiport

Obrazek 1.3: Schéma sekundarniho aktivniho transportu ¢astic pres membranu.
Prevzato z: http://gvm.vm.cz/vyuka/bio_pojmy/figures/antiport.01. jpg

12



CH,OH

OH
OH OH

OH

Obrazek 1.4: Strukturni vzorec a-D-glukosy v Haworthové projekci.

Skupinova translokace

Timto mechanizmem dochazi k chemické preméné substratu na produkty, které se
vyskytuji vyluéné na druhé strané membrany. Koncentrace substratu uvnitt bunky je
vyssi nez koncentrace jeho volné formy ve vnéjsim prostiedi.

Pinocytosa

Jedna se o endocyticky proces, pii némz je do bunky vnesen roztok s rozpusténymi
latkami. Pienos je tedy kvantovany a velikost kvant je dana velikosti pfenasenych
vacku.

1.2.2 Metabolismus sacharidu

Metabolismus sacharidu jakozto hlavniho zdroje energie a uhliku probiha ve dvou
fazich. V prvni fazi je cukr transportovan do bunky, ve druhé nastupuje urcitou meta-
bolickou drahu - volba je zavisla na ptistupu kysliku, coz je typické pro Saccharomyces
cerevisiae, ktera je tzv. fakultationim anaerobem.

V nepiitomnosti kysliku dochéazi ke zkvaseni cukru, v pritomnosti kysliku se spousti
respiracni procesy. Plati, ze dychdni ma vyssi energeticky vytézek (cca 40 %), avsak je
zhruba 100x pomalejsi nez kvaseni (i¢innost cca 2 %).

O tom, ktera z metabolickych drah bude nastoupena predevsim rozhoduji genetické
dispozice bunék (mnozstvi enzymu pyruvat-dehydrogenasy resp. pyruvét-dekarboxylasy)
a zivotni podminky (zejména piisun kysliku).

Transport sacharidi do bunky

Mechanismus pfenosu latek ptes cytoplazmatickou membranu byl objasnén vyse. Kazdy
ze sacharidu je transportovan pomoci charakteristického prenasece. My se zaméiime
pouze na prenos glukosy a maltosy. Existuji dva druhy pfenaseci:

e konstitutivni: takovy pfenasSec je pritomen v cytoplasmatické membrané perma-
nentné

e alternativni: pifenasSec je syntetizovan teprve je-li ho potieba

13
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Obrazek 1.5: Strukturni vzorec a-D-maltosy v Haworthové projekci.

Glukosa (viz obrazek 1.4) do buiiky pronikd usnadnénou difuzi (plati pro Sac-
charomyces cerevisiae) a ¢astetné také prostou difuzi (nékteré druhy kvasinek, napf.
Rhodotorula nebo Candida transportuji glukosu aktivné). Glukézovy prenasec je kon-
stitutivni a pfenasi také fruktosu a xylosu.

Maltosa (viz obrazek 1.5) je disacharid slozeny ze dvou glukos. Vyznamn4 je prede-
v§im v pivovarnictvi, jelikoz tvoii vétsinu zkvasitelného obsahu mladiny. Prenasena do
bunék je pomoci aktivniho symportu se stechiometrii 1 : 1 s H". Pfenos umoziuje
prenaSeC maltopermeasa, kterd je u prumyslovych kmenu konstitutivnim pfenasecem
(obecné se jedna o alternativni prenasec). Maltopermeasa prenasi kromé maltosy také
sacharosu a maltotriosu. Hydrolyza maltosy na glukosu probihd pomoci enzymu mal-
tasy. Syntéza tohoto vnitrobunéctného enzymu je indukovand, zavisi na pritomnosti
maltosy v médiu, a muze byt reprimovana pritomnosti glukosy.

Metabolicka draha glukosy

Metabolické drahy pro ruzné druhy sacharidi se mohou odliSovat, nicméné zakladni
draha je pro vsechny stejna. My se zaméiime na metabolické zpracovani konkrétniho
monosacharidu - glukosy, schéma jejiho zpracovani je na obrazku 1.6.

Zakladni draha cukru je tzv. glykolytickd drdha, nebo také glykolyza, nebo Embden-
Meyerhof-Parnasovo schéma. Jedné se o sled deseti reakci, do prvni vstupuje jedna
molekula glukosy a koneénym produktem jsou dvé molekuly pyruvatu.

Glukosa je po vstupu do bunky fosforylovana hexokinasou (minoritné glukokina-
sou) na glukosu-6-fosfat. Tento dulezity meziprodukt (Robinsonuv ester) poji tii vétve
metabolismu:

e synteticka: vede k syntéze oligosacharidu (glukan, glykogen, manan, atd.)

e pentosa-fosfatovy cyklus: vysledkem je produkce NADPH (vyuzije se v anabolickych
déjich, zejména pii syntéze mastnych kyselin a steroidnich latek) a pentos (napf.
ribosy)

e pokracovani glykolytické: glukosa-6-fosfat je preménéna na fruktosa-6-fosfat a
ta (pomoci fosfofruktokinasy) na fruktosa-1,6-bisfosfat a ten v dalsich reakcich
postupné preménén na konec¢ny produkt této vétve: kyselinu pyrohroznovou -
neboli pyruvdt
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OH
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2x ATP / \ 2x NADH
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2x NADHD 2x NADHQ‘GX &) sz NADH
2% NAD+ oxidativni fosforylace 2x NAD+

2X NAD"'v—Jl |
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2x laktat 6x CO, + 6x H,O  2x CO, + 2x ethanol

Obrazek 1.6: Schematické zpracovani glukosy v eukaryotické buiice vcetné
nasledovného anaerobniho resp. aerobniho zpracovani pyruvatu.

Produktem glykolyzy je tedy pyruvat. Tato vyznamna sloucenina je vychozi pro dalsi
tTi metabolické sméry, které spousti tii vyznamné enzymy:

e fosfoenolpyruvat-karboxylasa: drdha spousténa timto enzymem se nazyva gluko-
neogeneze a jedna se v podstaté o obracenou glykolyzu (konetnym produktem je
glukosa)

e pyruvat-dekarboxylasa: tento enzym spousti za anaerobnich podminek drahu,
kterd vede k tvorbé aldehydu, popiipadé ethanolu - jedna se o proces kvaseni

e pyruvat-dehydrogenasa: spousti preménu pyruvatu na acetyl-CoA a jeho vstup
do tzv. Krebsova cyklu (citrdtového cyklu) v mitochondriich - jednd se o proces
dychani
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Tabulka 1.1: Shrnuti energetického =zisku z jedné molekuly glukosy. Vychazi z
predpokladu, ze z (NADH + H) lze ziskat 3 x ATP a z FADH, lze ziskat 2 x ATP. Z jedné
molekuly glukosy tedy lze ziskat 38 molekul ATP pfi zpracovani glykolyzou a naslednou
oxidativni fosforylaci; oproti celkovému zisku dvou molekul ATP pii odbourani glukosy
glykolyzou a naslednym alkoholovym kvasenim.

metabolicky proces ‘ energeticky zisk
glykolyza 2 X ATP + 2 x (NADH + H™) = 8 X ATP
oxidace pyruvatu 2 x (NADH + HT) = 6 X ATP

citratovy cyklus | 2 x [3 x (NADH +H*) + 1 x FADH, + 1 x ATP] = 24 x ATP

Energeticka bilance zpracovani glukosy

Pii odbouravani glukosy se uvoliuje velké mnozstvi energie. Energeticky zisk je shrnut
v tabulce 1.1. Dalsim efektem, je uvoliiovani mnozstvi HT iontu (taktéz tabulka 1.1),
coz zpusobuje vnitin{ okyseleni buiky. Ndsledkem je aktivace membréanovych H"-ATPas,
které acidifikuji vnéjsi prostiedi. Podrobnéji o funkci téchto pump v dalsim textu.

Nyni néasleduje vymezeni pojmu viability a vitality, které jsou pouzivany v této
praci, a jejich metod méreni.

1.3 Vitalita a viabilita

Vitalita

Pojem vitalita popisuje kvasnou kapacitu bunék a nékdy se oznacuje jako kvasnd mo-
hutnost. Tato vlastnost zavisi na fyziologickém stavu a biochemickych podminkach
uvnitt i vné bunék. Je tedy ovlivnéna starim ¢i stresovymi faktory. Méreni vitality je
oproti méteni viability komplikovanéjsi a muze byt dlouhodobé narocéné.

Viabilita
Pojem viabilita je definovan jako schopnost bunék se mnozit a vykazovat metabolickou

aktivitu, coz jednim slovem muzeme vyjadrit jako Zivotaschopnost. Tato vlastnost se
dobie urcuje pomoci fotometrickych metod.

1.3.1 Meéreni viability
Metody zalozené na reprodukéni schopnosti

Tyto metody jsou zalozené na schopnosti bunék tvorit kolonie. Plotnové vysevy na
agaru jsou vyhodné tim, ze zaroven stanovuji proliferaci bunék. Nevyhodné jsou naopak
v tom, ze mohou byt zkresleny u silné flokulujicich bunék a predevsim jsou casové
narocné (2 — 3dny). Délka testu lze znacné zredukovat pouzitim modifikované metody
s mikroskopickymi podloznimi sklicky.
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Metody zalozené na barveni

Viabilita urcend touto metodou neodpovidd primo schopnosti bunék se mnozit, ale per-
meabilité membrany a aktivité intracelularnich enzymu. Tyto techniky jsou zalozeny
na schopnosti membrany zabranit pronikani barviva do cytoplazmy a naopak neschop-
nosti mrtvych bunék tomuto procesu zabranit. Rozdily v zabarveni bunék se projevi
tim, ze barvivo, které projde membranou do bunky je chemicky zménéno metabolickymi
procesy v cytoplazmé a ztrati barvu (methylenovd modf), nebo nebarevnd latka je uv-
nit¥ bunky zmeénéna na barevnou (fluorescein diacetédt). Urceni viability pak spociva
ve spoc¢itani obarvenych ¢i neobarvenych bunék. Barevné rozdily lze pozorovat dvéma
zpusoby: optickym mikroskopem a fluorescenénim mikroskopem.

Pozorovani optickym mikroskopem: Béhem let bylo vyzkouSeno mmnoho barviv,
napf.: erythrosin, rhodamin B, eosin Y a methylenovd modf#, kterd je Siroce nej-
pouzivanéjsi (jiz od 20.let 19.stoleti) a doporucovand varianta. Methylenovd modf
je vyuzivana ke stanoveni viability v pivovarnickém prumyslu. Takto urc¢end viabilita
dobfe odpovida stanoveni jinymi metodami (vysevovy test), pi viabilité nad 90 %. Pfi
nizsich hodnotach viability se jeji uréeni muze lisit az o 30 — 50 %. Dalsi nevyhodou
této metody je subjektivni chyba pozorovatele.

Pozorovdani fluorescencnim mikroskopem: Béhem let bylo objeveno mnoho opticky
aktivnich latek, ty jsou dnes vyuzivany nejen k méteni viability, ale také k urceni
vitality. Rada z nich vykazuje fluorescenci a to na riznych vlnovych délkéch. Mechani-
zmy fluorescenéniho barveni mohou byt rozdéleny do dvou kategorif: (a) latka prochézi
membranou a je metabolicky aktivni latkou chemicky preménéna na produkt, ktery
vykazuje fluorescenci; (b) fluorescencni barvivo prochézi na zdkladé membranového
potencialu do cytoplazmy. Fluorescenénim barvivem doporucovanym American Soci-
ety of Brewing Chemists je 1-anilin-8-naftalen sulfonat hotecnaty (Mg-ANS). Tato latka
se po pruchodu bunkou navaze na jeden z cytoplazmatickych proteinu a stane se flu-
orescencni. Vysledky ziskané touto metodou jsou piesné i pod hranici viability 90 %
oproti barveni methylenovou modii.

Metody zalozené na stanoveni obsahu dilezitych komponent

Stanovenim obsahu dulezitych latek v téle bunky lze urcit nejen viabilitu, ale také
vitalitu kvasnic. Mezi nepostradatelné latky v téle zivych bunék patii ATP, jakozto
zakladni energeticka jednotka a NADH, jakozto redukéni ¢inidlo. Obé tyto latky lze ve
vzorku spektroskopicky detekovat.

1.3.2 Meéreni vitality
Metody zalozené na stanoveni obsahu dilezitych komponent

Predpokladem této metody pii pouziti k méreni vitality je, ze indikované latky pod-
statné ovliviuji fermentaci kvasnic. Jejich zastoupeni v buice vsak zavisi i na slozeni
zivného média. Mezi zminéné dulezité latky patii glykogen - zédsobni polysacharid, ne-
nasycené mastné kyseliny a steroly nebo ATP - zakladni energetickd jednotka.
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Stanoveni aktivity dialezitych enzymu

Obsah enzymau lze dobie a pfesné stanovit spektroskopickymi metodami. Takto urcené
vysledky také velmi dobie odpovidaji fyziologickému stavu bunék. Mezi zjistované
enzymy patii: maltasa - stépi maltosu, pyruvdt-dehydrogenasa - katalyzuje preménu
pyruvatu na acetyl-CoA, pyruvdt-dekarbozrylasa - katalyzuje preménu pyruvatu na
acetyl-A, alkohol-dehydrogenasa - katalyzuje preménu acetaldehydu na ethanol.

Metabolicka rychlost bunék

Jedna se o klasické méteni produkce CO,y, i spotieby 0,. Tyto faktory jsou v piimé
korelaci s fermentativni schopnosti bunék, nevypovidaji vsak nic o rustu buneék.

Energeticky stav bunéek

Tyto metody jsou zalozeny na vztahu mezi energizaci bunééné membrany, procesy na
membrané probihajicimi a celkovym fyziologickym stavem a metabolickou kompetenci
bunék. Mezi typické zastupce této metody meéreni vitality patii test acidifika¢ni schop-
nosti (AP-test nebo APT) a jeho pozdéjsi modifikace: CAP a ICP.

1.3.3 Test acidifikac¢ni schopnosti

Posledné jmenovana metoda méreni vitality, konkrétné AP-test, je vyuzita v této praci
a proto si nyni vysvétleme, na jakém principu funguje.

Kvasinkové bunky je mozné vystavit nejruznéjsim stimulum: pridani substratu nebo
soli (napt. KC1), okyslicovdni média v nepiitomnosti substratu. Zékladni odezvou na
tyto stimuly je okyseleni vnéjstho prostiedi. Test pro méfeni acidifikaéni sily (acidifi-
cation power - AP) vyvinuty Miroslavou Opekarovou a Karlem Siglerem [10] a [14] je
dobfe pouzitelny pro piedpovéd fermentaéni potence nasadnich kvasnic v nésledujici
fermentaci na zakladé znalosti fady membranovych pochodu probihajicich v kvasinkach
metabolizujicich endogenni i exogenni substraty. Tyto membranové ptrechody, proje-
vujici se poklesem pH vnéjstho prostfedi, zahrnuji ¢innost HT-ATPasy, vystup fady
slabych kyselin vznikajicich béhem metabolickych pochodu a transmembranové po-
hyby iontu. Principem AP-testu je méteni zmén vnéjstho pH po pridani vhodného
substratu.

Odezva na pritomnost/nepiitomnost substratu v mediu

Substraty pouzivané pro acidifikaéni testy kvasinek Saccharomyces cerevisiae jsou: glu-
kosa, fruktosa, manosa, sacharosa, galaktosa, maltosa (k jejimu transportu do bunék
dochdz{ H"-symportem a muze tedy zpusobit alkalizaci vnéjsiho prostredi) a ethanol
v pripadé provzdusnéné suspenze. Asi nejcastéji pouzivany substrat je glukosa, ktera
bude také vyhradné pouzivana v této préaci. K saturaci dochazi pti 20 — 30 mM kon-
centraci glukosy a ptiblizné 10 mg mokré védhy kvasnic/ml. Saturacéni kinetika glukosou
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indukovaného protonového toku ma dveé casti. Odpovidaji nizkoafinitnimu konstitu-
tivnimu systému piijimani glukosy (usnadnénd difuze) a vysokoafinitnimu systému
spojenému s expresi glukokinasy (HT-symport).

Dochézi-li k aerobnimu hladovéni kvasnic v destilované vodé po dobu delsi nez
4 — 5h, zacne se zvySovat pH suspenze v dusledku zdmény H (ve vnéjsim prostiedi)
za K' (uvniti bunék) a v dusledku produkce NH3 v deaminaénich reakcich. Rozsah acidi-
fikace prudce klesa. Hladovéni je doprovazeno poklesem hladiny vnitrobunééného ATP,
miry respirace a pufrovaci schopnosti suspenze. Podobnou oslabenou acidifikaéni ode-
zvu na pridani substratu muzeme pozorovat pfi pouziti nékterych inhibitoru, zvysené
teploté, kyselosti a dalsich neptiznivych faktorech. Acidifikacni odezva na pridani sub-
stratu tudiz muze byt pouzita jako diagnosticky ndstroj pro stanoveni metabolické
kompetence bunék napiiklad u prumyslovych kultur.

Acidifikace vnéjsiho prostiedi po pridani glukosy je zpusobena vylucovanim COs; a
organickych kyselin z bunky, ¢innost{ Ht-ATPasy v plasmatické membréné provazejici
vyménu K* a dalsich iontu.

Po ptidani glukosy v prubéhu AP-testu dochéazi k prechodnému masivnimu od-
bouravani endogennich zdroju za vyuziti respirace a tedy tvorbé C0,. Béhem této faze
¢inf objem produkce 500 — 600 p1/mg mokré vahy za minutu. Tato produkece COy z mo-
bilizovanych vnitinich zdroju rychle klesa v souvislosti s vyc¢erpanim kysliku v suspenzi
a prudkym nérustem poméru NADH/NAD™ uvniti bunék a je nahrazena produkci COy z
pridaného substratu. Alkoholové kvaseni 100 mmol glukosy vynese 140 — 190 mmol CO,.
Pfitom obvykld koncentrace COy ve vodé v rovnovaze se vzduchem ¢inf 3 - 107° mol /1.
Spoleéné s CO, vzniklym z glukosy koncentrace CO, v suspenzi muze vySplhat na
1 —2mmol/1 (pro 10 mg mokré vahy kvasnic/ml). Neni pfesné zndmo, prochdzi-li oxid
uhli¢ity plasmatickou membranou ve formé CO, ¢i HCO3, nicméné propustnost kva-
sinkové membréany ¢inf 1078 — 107" cm/s pro HCO; a 0.3 — 0.6cm/s pro COy. Navic
kvasinkové bunky obsahuji anhydrasu, ktera muze katalyzovat rovnovahu C0y/HCO3 .

Dalsim krokem po pfidani glukosy do suspenze je alkoholové kvaseni, které vede k
produkci: acetatu, butylenglykolu, acetoinu, acetaldehydu, glycerolu a sukcinatu.

HT-ATPasa

Nejvyznamnéji k acidifikaci vnéjsiho prostiedi prispiva cinnost kvasinkové HT—ATPasy.
Ta je ze dvou tfetin zanotfena do plasmatické membrany bunék a patii k ATPase typu
E,E; ¢i P-typu, které premistuji kationty pies plasmatické membrany zvifecich, rost-
linnych i bakteridlnich bunék. Obsahuje rezidua pro navazani ATP a enzymovou fosfo-
rylaci, ktera je zavisla na navazani transportovaného kationtu, jenz je typicky pro dany
druh ATPasy: H", Na™ nebo Ca?", zatimco zpét do cytoplasmy je vetsinou piemistovan
K. V ATPasich, které pumpuji Kt do cytoplasmy, je K™ nezbytny pro hydrolyzu fosfo-
enzymu.

Enzym alternuje mezi dvéma hlavnimi stavy E; a Ey a tvoii prechodny fosforylo-
vany intermediat, v kyselém prostiedi stabilni a v zasaditém labilni S-aspartylfosfat.
Jeho pfeména je podstatnd pro rychlost hydrolyzy ATP (20 — 60 mmol P;/mg proteinu
za minutu). V nepfitomnosti nukleotidu je enzym prevazné ve stavu E;, hladina E,
pak narustd béhem hydrolyzy ATP. Transport zahrnuje hydrolyzu jedné molekuly ATP
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za soucasného vylouceni jednoho H'. Protony jsou vézany na E; formu na vnitfnim
membranovém povrchu a jsou uvoliovany z E; formy na vnéjsim povrchu. Pti absenci
substratu jsou vazebna mista obou povrchu vetsinou neprotonovana a pumpa je v rov-
novaze. V okamziku acidifikace cytoplasmy vsak pumpa vyrazné zrychli svou ¢innost.
Analogicky je pumpa spousténa pfi intracelularni acidifikaci indukované stépenim glu-
kosy. Pumpa tedy zpusobi snizeni extraceluldarniho pH, avsak v dusledku nadbytku
H* vné bunky dochézi k obsazovdni vazebnych mist na povrchu pumpy a k jejimu
zpomaleni.

Zésoba energie pro Ht-symport zivin je jednou z fyziologickych roli ATPasy, jinou je
jeji ucast na regulaci bunééného pH. Ke konci exponencidlni faze rustu Saccharomyces
cerevisiae dvakrat az trikrat klesa aktivita jejich ATPas. Aktivita enzymu se lis{ u
bunék péstovanych na ruznych cukrech v zavislosti na zptsobu, jakym jsou tyto cukry
transportovany do bunky. ATPasa je vratné aktivovana glukosou, maltosou, trehalosou
a galaktosou. Tento proces je doprovazen narustem fosforylace enzymu, zasaditym
posunem v pH optimu a zvySenim afinity k ATP [12].

1.3.4 Scénar acidifikace

Pravdépodobny scénai acidifikace po pridani substratu do media (konkrétné glukosy)
bude vypadat takto:

1. Glukosa je rychle piijimana bunkami a je fosforylovana na membréné prislusnymi
kindsami (hexokinasa). Pi fosforylaci se uvoliuji protony, coz zptusobi okamzitou
vnitini acidifikaci. Pokles intracelularniho pH je navic podporen akumulaci bi-
karbonatu pochazejiciho z COy produkovaného z vnitinich energetickych zdroju.
Vyslednda vnitini acidifikace muze zpusobit otevieni iontovych kanalti v membraneé,
coz zpusobi depolarizaci membrany. Rozsah této depolarizace zavisi na hodnoté
extracelularniho pH.

2. Nasledkem nizkého pH;, ¢i nasledkem zmén v hladiné cAMP uvniti bunék, muze
dojit k uzavireni K*-kanalu v souladu se snizujicim se membranovym potencidlem.

3. V dusledku glukosou indukovanych reakci je HT-ATPasa fosforylovana a jeji ak-
tivita roste. Ptechodné dochazi k poklesu hladiny ATP uvniti bunék (a nadbytku
cAMP - fosforylace béhem glykolyzy), coz silné stimuluje energeticky metabolismus
(bunééné dychani).

4. Nasledna produkce CO, snizuje hyperpolarizacni efekt enzymu a spolu s tnikem
iontu vede k narustu ApH.

5. Narust ApH je doprovézen prijiménim K*; glukosa tedy aktivuje nejen
HT-ATPasu, ale i kvasinkovy systém pifjmu K*. Pfiliv Kt iontu do bunky zpu-
sobuje, 1 piesto, ze je ¢dstecné kompenzovan ¢innosti Ht -ATPasy, pomalou avsak
stabilni depolarizaci membrany a alkalizaci vnitiku bunky (zejména v piipadech
vysoké hladiny Kt vné bunky).
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6. V dusledku vysstho vnitiniho pH buiky prestanou byt Kt kandly blokovény a
dojde k vystupu KT iontu ven z bunék. Tento Kt proud muze byt kompenzovan
odtokem organickych anionti, které se nahromadily v bunkach.

7. Vycerpani glukosy postupné zpusobuje rust pH vné buiiky (protoze méné ener-
gie je dostupné pro HT-ATPasu). Mnozstvi extraceluldrnich organickych kyse-
lin zustava pri anaerobnich podminkach znacné, ptfi aerobnich jsou bunkami
prijimany zpatky.

Hlavnim rysem acidifika¢niho scénérie je, ze otevieni iontovych kanalt nezalezi pouze
na membranovém potencidlu, ale i na pH; (nebo mnozstvi cAMP). Zmény v pH; pak
zavisi na:

e koncentraci glukosy
e extraceluldrn{ koncentraci K™ a pufrovaci kapacité

e hustoté suspenze.

1.3.5 Acidifikace bez substratu

V tomto pripadé hraje velkou roli mnozstvi kysliku v médiu. Okysliceni kvasinkové
suspenze bez substratu znacné ovlivni tok K™ iontu do bunky a mnozstvi bunééného
ATP, jeho dusledkem je prechodné acidifikace média. Okysliceni média lze provést pro-
bublavanim ¢i pridanim Hy0,.

Piidani bunék Saccharomyces cerevisiae do vody zpusobi rychlé vycerpani kysliku,
ktery je spotfebovavan na vyuziti energie z vnitinich zdroju. Schopnost bunék takto
spontanné acidifikovat v ¢erstvém médiu bez substratu je ovlivnéna rustovou fazi a klesa
pokud byly bunky vystaveny hladovéni (zasoby vnitinich zdroju jsou nizké). Spontanni
acidifikace nastava pouze pokud jsou bunky schopny respirace. Reakce kvasinek stimu-
lujici endogenni respiraci a produkci COy pfi spontanni acidifikaci je analogicka jako
reakce po pridani substratu do média.

Stejné jako substratem indukovana acidifikace, tak i spontanni acidifikace je ovliv-
néna aerobnim hladovénim, které vede k tvorbé NH3 v deaminacnich reakcich. Hladovéni
ma také za nasledek snizeni bunécné hladiny ATP a pokles pocatecéni rychlosti endo-
genni respirace. Soucet spontanni a substratem indukované acidifikace, méreny pii defi-
novanych podminkach, ktery odrazi schopnost bunék mobilizovat endogenni substraty
a utilizovat exogenni, klesa linearné s pokracujicim hladovénim.

Provzdusnéni média muze aktivovat membranovou HT-ATPasu. Piiddni Hs0, do
suspenze zpusobi patrné zmény ve vyvoji hladiny kysliku nésledované intenzivni respi-
raci. Muze dojit k poklesu extracelularniho pH az na 3.5. Tento proces tedy pravdépo-
dobné zahrnuje aktivaci HT -ATPasy, jelikoz hodnoty pH pod 4.5 neni mozné dosdhnout
produkei C0s. Zaroven pii tomto procesu nedochazi k vylucovani organickych kyselin z
buniky a dochézi k pi{jmu K* bunkou.
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Rozdil v porovnéni s glukosou indukovanou acidifikaci je v tom, ze vypuzovani H' se
zd4 byt kompenzovano vyhradné pi{jmem K. Proto, klesne-li mnozstvi K* vné bunky
pod jistou mez, peroxidem indukovana acidifikace zptisobi hyperpolarizaci membrany,
coz zastavi dalsi vylucovani HY a endogenni respiraci, ackoliv by zbylé mnozstvi 0, v
suspenzi stacilo k pokracovani [12].

K acidifikaci bez substratu neboli spontanni acidifikaci tedy dochézi po vlozeni
vzorku kvasnic do destilované vody, coz se déje v prubéhu AP-testu (viz nize). Jak jiz
bylo zminéno, vysledek této acidifikace je ovlivnén predevsim obsahem kysliku v médiu
a objemem endogennich energetickych zdroju kvasinek. K vy¢erpani kysliku v médiu a
ustaleni pH dochézi béhem prvnich minut po vlozeni kvasnic do destilované vody. Na
vysledek AP-testu neméd spontanni acidifikace vliv.

1.3.6 Alternativy AP-testu

Metoda AP-testu prosla béhem let fadou modifikaci. Méfenym parametrem nemusi
byt extracelularni pH, ale pifimo titrimetricky zjisténé mnozstvi protonu vypuzenych z
bunék (cumulative acidification power - CAP &i titrated acidification power - TAP). Pti
pouziti této metody se postupuje stejné jako pti AP-testu, nicméné zpracovani hodnot
se lisi.

Dalsi modifikaci AP-testu je tzv. vitalni titrace. Méri se pfi ni ¢as nutny k dosazeni
hodnoty vnéjstho pH = 6.3 po alkalizaci suspenze na pH = 10. Kvasinky s lepsi
metabolickou aktivitou snizuji pH rychleji. Pii testu neni kvasinkam dodan zadny
vnéjsi zdroj energie a proto dochazi ke zméné pH pouze za vyuziti vnitinich zdroju
energie. Vysledky tohoto testu se vsak neshoduji s AP-testem na spodné kvasicich
kmenech [9].

Dalsi modifikaci AP-testu je tzv. ICP-test, kde je méteno piimo vnitrobunééné
pH pomoci fluorescencnich barviv [6].
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1.4 Bezkontaktni méreni pH

Meétenim pH pomoci elektrochemickych elektrod je v laboratornich i provoznich pod-
minkédch zvladnuto velice dobte a dosahuje vysoké pfesnosti a reprodukovatelnosti.
Presto vSsak s sebou nese problémy, které jsou spojené s vétSinou méreni kontaktni
povahy:.

Meéteni pH pomoci klasické elektrody ma nékteré nevyhody:

— elektrodu je nutné kalibrovat na méteny rozsah pH a teplotu

— meéfeni je limitovano mnozstvim vzorku resp. velikosti elektrody, mnozstvi vzorku
musi byt dostatecné pro ponoteni aktivni ¢asti elektrody

— elektroda samotnd muze se vzorkem interagovat (kontaminace) a ovlivnit tak
méreni

— tdrzba elektrody (zanesend elektroda muze méfit zkreslené)

— omezena reakéni doba elektrod

— hodnota pH je ovlivnéna michanim vzorku

7, téchto duvodu je ucelné nalezeni postupu, které by dovolily méreni pH sledo-
vanych vzorku bezkontaktnim zpusobem. K tomu se prirozené nabizi vyuziti nékteré z
optickych metod - tj. interakce svételného zareni se vzorkem.

Jednim z cili této prace bylo ovérit moznosti bezkontaktniho fotometrického méteni
pH vodnych roztoku zejména s ohledem na méfeni zakalenych vzorku a simultanni
sledovani vice vzorku. Téchto moznosti by pak meélo byt vyuzito k bezkontaktnimu
méreni pH pii AP-testu, coz by prineslo vyssi efektivitu méfeni. Za timto ucelem bylo
nutné vybrat vhodny pH indikator s ohledem na rozsah pH pro jaky ho lze pouzit (viz
experimentalni ¢ast diplomové préce, stranka 54).

Pouziti barviva jakozto pH indikatoru a méfenim jeho spektralnich zmén ma na-
sledujici vyhody a nevyhody:

+ bezkontaktni métrent:

+ mnozstvi vzorku neni omezeno rozmeéry elektrody

+ mnedochézi k ovlivnéni vzorku elektrodou
+ lze paralelné snimat vice spekter
+ k méteni pH dochéazi v celém objemu vzorku

— muze dojit k reakci mezi vzorkem a pH indikatorem

23



1.4.1 pH indikatory

Indikator pH je chemicka latka, kterd se v malém mnozstvi pfidava do roztoku (ky-
selého ¢i zdsaditého) a na zdkladé jeho pH zméni své fyzikdlni vlastnosti, napi. ab-
sorpcni spektrum, coz je mozné detekovat.

Dnes je znama a prumyslové vyuzivana celd fada indikatoru pH, patii mezi né
napf.: fenolftalein, thymolftalein, methylenova oranz, thymolinova mod#, bromocresol
blue (bromokresolova modt), bromocresol green (bromokresolova zelen) a bromocresol
purple (bromokresolova ¢erven). O jejich vyuziti rozhoduje predevsim rozsah pH, pii
kterém je lze pouzit.

pH indikatory casto samotné byvaji slabymi kyselinami ¢i zdsadami. Po pridani do
roztoku mohou navdzat volné H" nebo OH™ ionty. Pii vytvofeni vazby dojde ziroven
ke zméné elektronové konfigurace a tedy i zméné absorpéniho spektra, coz se projevi
zménou barvy indikatoru.

Urceni barvy indikatoru a tedy pH roztoku muze byt zatizeno znacnou subjektivni
chybou. Za timto ucelem se v laboratorni praxi ur¢uje hodnota pH vzorku pomoci
elektrochemické pH elektrody, lze ji vSak urcit zméfenim a analyzou spektra daného
roztoku s barevnym indikatorem. Druhy postup mé radu vyhod.

Uzité pH citlivé barvivo, obecné HI, po rozpusténi v roztoku nabyva nasledujici
rovnovahy:

HIaCid form < H+ + I_alkaline form, (11)

kde HI,cid form je tedy kyseld forma a I 1.0 form ZaSadita forma barviva.
Je-li C' celkova koncentrace a [HI], [I7] jsou koncentrace jednotlivych forem
rozpusténého barviva, pak

C = [HI]+[I7]. (1.2)
Absorbance roztoku, kterd je funkci vlnové délky je pak nasledujici:
AN) =ar(A) - [IT7] -1+ agr(N) - [HI] - 1, (1.3)

kde a1(A) je molarni absorpéni koeficient alkalické slozky a agr(A) kyselé slozky a [ je
optickd draha. V naméreném absorpénim spektru rozpusténého barviva pak uvidime
piky odpovidajici absorpci téchto dvou slozek [15].

1.4.2 Absorbance

Fyzikalni veli¢ina absorbance je ve spektroskopii definovana jako:

A(N) = —log (£> : (1.4)
Iy

kde I je intenzita zareni o vinové délce A proslého vzorkem a Iy intenzita puvodniho

paprsku. Jedna se tedy o logaritmicky tutlum svétla pti pruchodu svétla vzorkem. Tento

utlum zavisi na vlastnostech vzorku a do souvislosti s absorbanci je dava empiricky

Lambertiuv-Beeruv zékon, ktery lze vyjadrit mnoha zpusoby:
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[=1Iy-eWe = [ . eaWl (1.5)

kde [ je drdha po jakou svétlo prochdzi vzorkem, €(\) je extinkéni koeficient (jednd
se o imaginarni slozku komplexniho indexu lomu), ¢ je koncentrace a a(\) je moldrni
absorpéni koeficient (nékdy také turbidita nebo optickd hustota). Posledni dva para-
metry charakterizuji vlastnosti vzorku. Lambertuv-Beeruv zdkon lze vyjadrit pomoci
absorbance takto:

I=1,-1070% = [, . 1074, (1.6)

kde €19 je dekadicky extinkéni koeficient (€190 = €/In 10 = ¢/2.303). Pomér
T =1/1I, (1.7)

se pak nazyva transmitance (propustnost).

Z uvedenych vztahu vyplyvé, ze méfenim absorbance vzorku (resp. intenzity pros-
1ého svétla) muzeme uréit jeho vlastnosti (koncentraci nebo turbiditu), coz je vyuzivano
napi. v analytické chemii.

Meétenim thlové zavislosti intenzity (charakteristiky rozptylu) pak také muzeme
urcit tvar a velikost rozptylujicich c¢astic, viz dale. V realnych pfipadech dochézi k
utlumu zareni pii pruchodu vzorkem z duvodu rozptylu svétla a navic absorpce vzorku.
Formalné pro vyslednou absorbanci plati:

A=A, + A, (1.8)

kde A, je absorbance absorbujici slozky a Ag je absorbance rozptylujici slozky vzorku.

Tato aditivita absorbanci vSak plati pouze za predpokladu nezavislosti efektu roz-
ptylu svétla a selektivni absorpce, coz obecné neni splnéno. Platnost této podminky je
splnéna pro zfedéné roztoky.

Selektivni absorpce

Vétsina latek absorbuje svétlo selektivné, ¢ili po pruchodu zareni latkou je puvodni
spektrum ochuzeno o nékteré vinové délky (resp. pasy). To je zpusobeno elektronovymi
prechody v dané latce. Elektrony excitované prochazejicim zarenim, mohou energii zpét
vyzarit nebo ji pozbyt tepelnym pohybem. Dusledkem toho se naptiklad nékteré latky
jevi jako barevné.

Nameérenim charakteristického absorpéniho spektra muzeme uréit druh a vlastnosti
latek, které se ve vzorku vyskytuji. V této praci je spektra selektivni absorpce pH
citlivé latky vyuzivano ke stanoveni hodnoty pH vzorku.
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1.5 Rozptyl svétla

Intenzita (resp. absorbance) rozptyleného zafeni tedy ovliviiuje celkové absorpéni spek-
trum vzorku. Jak k rozptylu svétla dochazi a jak jej lze charakterizovat se dozvime v
nasledujicich fadcich.

Prti siteni elektromagnetického zafeni hmotnym prostiedim, oscilujici elektrické pole
vyvolava v molekulach nucené oscilace nabojové hustoty, které jsou v prvnim pfiblizeni
synchronni s budicim polem. Kmity nabojové hustoty v molekule, které je mozné apro-
ximovat kmity elementarniho dipélu, jsou zdrojem sekundarniho elektromagnetického
zateni o stejné frekvenci. V dokonale homogennim prosttedi, jakym je napiiklad idedlni
krystal, ma zareni emitované blizkymi molekulami definovany fazovy rozdil, a proto
navzajem interferuje. Tato interference je, v pfipadé buzeni rovinnou vlnou destruk-
tivni ve vSech smérech kromé sméru siteni budiciho zareni [11]. Slozenim rozptylené a
budici viny vznika rovinna vlna, jejiz fazova rychlost je

, (1.9)

c
v = —
n
kde ¢ je rychlost svétla ve vakuu a n je index lomu daného prostiedi. V anizotropnim
prostiedi je fazova rychlost svétla zavisla na sméru jeho sifeni a k popisu nestaci skalar
n, ale je nutné pouzit tenzorové veliciny. Této interakci svétla s prostiedim se tika
elasticky rozptyl a je pri ni zachovan zdkon zachovani energie a hybnosti, nedochazi
ke zménam vnitini energie molekul. Naopak v piipadé kdy dochazi ke zménam vnitini
energie molekul se jednda o rozptyl neelasticky, coz je napiiklad Ramaniv rozptyl.
prochazi, obsahuje nehomogenity. Tyto nehomogenity mohou byt tvoreny napi. bun-
kami rozptylenymi v roztoku, makromolekulami v nizkomolekularnim rozpoustédle
nebo oblastmi v kapaliné o rozdilné hustoté vzniklé tepelnym pohybem molekul. Neho-
mogenity tvoii rozptylova centra, ktera narusi destruktivni interferenci sekundarnich
vln, jejichz nasledné siteni ve vzorku se ruzni od zdkona odrazu a lomu. Polarizaéni
vlastnosti a thlové rozlozeni intenzity rozptyleného zateni jsou zavislé na velikosti a
tvaru rozptylovych center. Diky teorii elastického rozptylu jsme schopni z namétenych
charakteristik rozptyleného zateni urcit vlastnosti rozptylovych center.

Pti popisu elastického rozptylu na nehomogenitach lze pouzit aproximace, ty jsou
zavislé na poméru velikosti rozptylovych center viéi vinové délce elektromagnetického
zafeni, tento pomér je definovan jako bezrozmérna veli¢ina x:

27r
r=——) 1.10
: (1.10)
kde r je polomér rozptylového centra a A je vinova délka dopadajiciho zafeni.
Na zakladé velikosti veli¢iny x rozliSujeme tii typy rozptylu: Rayleightv rozptyl,
Rayleighuv-Debyeuv rozptyl a Mieuv rozptyl.
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Rayleightiv rozptyl

Predpokladem pro popis Rayleighova rozptylu je, ze velikost rozptylovych center a je
mnohem mensi nez vinova délka prochazejiciho zareni, konkrétné se uvadi:

A
a< o5 (1.11)
Tomu odpovida hodnota = < 0.3. V tomto piipadé lze povazovat rozptylova centra za
elementarni dipdly. Dusledek této aproximace je nepiiméa zavislost intenzity rozptylu
na ¢tvrté mocniné vinové délky zaieni (I ~ 1/\%).
Rayleighuv rozptyl je nejcastéji pozorovan pii pruchodu zafeni plyny a je zod-
povédny mimo jiné za modrou barvu oblohy.

Rayleightiv-Debyetiv rozptyl

Toto priblizeni vychazi z predstavy, ze rozptylové centrum libovolného tvaru je slozeno
z objemovych elementu, jez lze popsat Rayleighovou teorii. Zékladnim predpokladem
je, ze faze dil¢i viny emitované libovolnym objemovym elementem je zavisla pouze
na poloze daného elementu vuéi bodu pozorovani, nikoliv na vzdalenosti po které se
§it1 v objemu rozptylového centra. Tedy vSechny objemové elementy daného rozpty-
lového centra povazujeme za excitované puvodni dopadajici vlnou. Ke splnéni tohoto
pozadavku je nutné, aby platily nasledujici dvé podminky:

a= A\, (1.12)
cili velikost rozptylovych center je srovnatelna s vinovou délkou dopadajiciho zafeni a

ZAroven:
n—mno

x <1, (1.13)

)

neboli index lomu rozptylového centra n musi byt blizky indexu lomu média ny.

Mietv rozptyl

casto tfeba pouzit numerické vypocty. Diky své obecnosti popisu rozptylu na sféricky
symetrickych centrech o libovolné velikosti se dobte shoduje s Rayleighovou teorii pro
mala rozptylova centra a naopak s vysledky urcenymi zakony odrazu, lomu a difrakci
zateni pro velkd rozptylova centra. Zavislost absorbance na vinové délce pti Mieové
rozptylu ma obecné nasledujici tvar:

Ag~ A" (1.14)

kde n je empiricky parametr nabyvaji hodnoty mensi nez ¢tyti. Tato zavislost zne-
snadnuje korekci absorpcnich spekter na rozptyl svétla.
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Vicenasobny rozptyl

Vliv ¢éstic na rozptyl a absorpci dopadajiciho zareni zavisi nejen na jejich vlastnostech,
ale i na vzdjemné vzdalenosti a poloze. Jsou-li ¢astice blizko sebe, muze byt zafeni
rozptyleno na vice ¢asticich, dojde k tzv. mnohonasobnému rozptylu.

Vzajemna pozice castic urcuje, zda pujde o rozptyl koherentni ¢i nekoherentni. Prvni
pripad nastava, jsou-li ¢astice umistény v presné urcenych mistech, napr. atomy v krys-
talové mtizce, pak jsou faze rozptylenych vin dobte definovany a elektrické intenzity se
scitaji (Braggova difrakce). O nekoherentni rozptyl se jednd v piipadé, jsou-li castice
rozmistény nahodné, napt. pevné castice v kapalinach.

Pti popisu vicenasobného rozptylu mame nasledujici moznosti:

e zanedbani vicenasobného rozptylu: tento postup je pouzitelny u velmi ziredénych
vzorku, kde intenzita jednou rozptyleného svétla je radové vyssi nez intenzita
mnohondasobné rozptyleného svétla

e prvni ptibliZzeni mnohonasobného rozptylu: vychazi z popisu jednonasobného roz-
ptylu se zapocitanim utlumu intenzity dopadajici viny zpusobeného predchozim
rozptylem

e difuzni priblizeni: vychézi z popisu difuzniho rozptylu, cili dopadajici vina se
prakticky rovnomérné ve vSech smérech rozptyluje na mnoha ¢asticich, hlové
rozdéleni je témér izotropni

Které z uvedenych pftiblizeni pouzit je preduréeno koncentraci vzorku. Pftiblizné
plati, ze je-li objemova koncentrace mensi nez 0.1 %, pak lze pouzit prvni priblizeni
vicenasobného rozptylu.
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Kapitola 2

Material a metody

2.1 Standardni AP-test

Kvasnice, voda a chemikalie

Pro méfeni byly pouzivany pivovarské kvasinky (spodné kvasici) Saccharomyces cere-
visiae kmen 95 (z pivovaru Velké Popovice), které byly odebirdany v ruznych fézich
vyroby (kvasinky z propagaéni faze, kvasinky po prvnim, druhém a tfetim nasazeni v
CKT).

K méfteni byla pouzivana deionizovana voda pfipravena piistrojem Aqual 35, jeji
vodivost byla mensi nez 0.2 uS.

Pro vystaveni kvasnic osmotickému stresu byl pouzivan sorbitol o ruznych koncen-
tracich (0.4 M az 1.7 M). Sorbitol je alkoholicky cukr, jehoz sumarni vzorec je CgH1406
a hmotnost jednoho molu ¢ini 182.17g. Prumyslové je tato latka vyuzivana k vyrobé
umélych sladidel pro diabetiky, v lidském téle se totiz odbourdava minimalné nebo
vubec. Tento polyol neprochazi plazmatickou membranou kvasinkovych bunék a je
proto vhodny pro modelovani osmotického tlaku.

Za ucelem studia vlivu vybranych xenobiotik na vitalitu kvasnic, byly pouzity tyto
latky:

e lodoacetamide (iodoacetamid, IAA) - jedna se o inhibitor blokujici fermentaci
kvasnic. Jeho sumarni vzorec je CoH4INO a vaha jednoho molu ¢ini 184.96 g. Ve
vyssich koncentracich je karcinogenni. (dodavén firmou Sigma-Aldrich, Inc.)

e Glucosamine (glukosamin) - je inhibitorem fosforylace glukosy na samém zacétku
glykolyzy. Jeho sumarni vzorec je C¢Hi3NO5 a vaha jednoho molu ¢ini 179.17 g.
Lidskému télu je tato latka vlastni jako soucast polysacharidu obsazenych v
kloubni chrupavce. (doddvan firmou Sigma-Aldrich, Inc.)

e Malonate (malonat) - inhibuje oxidaci sukcindtu na fumarat v citratovém cyklu,
¢ili potlacuje respiraci kvasinek. (dodévan firmou Sigma-Aldrich, Inc.)
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Obrazek 2.1: Aparatura YATA - Yeast Acidification and Turbidity Analyzer vyvinuta
na Katedfe chemické fyziky a optiky pti MFF UK.

e YC-TETRA - je chmelovy extrakt podporujici tvorbu a stabilitu pivni pény.
Jedna se o roztok sodnych soli z chmele odvozenych tetrahydroiso-alfa kyse-
lin. Tato latka je hojné vyuzivdna nékterymi pivovary. (dodavan firmou Yakima
Chief, Inc.)

Centrifuga

Vzorky byly odstfedovdny v centrifuze Janetzki T30. Pii 1000ot/min na vzorek
pusobilo 145 x g, pti 3000 ot /min pak 1300 x g.

Meérici aparatura

Meéfteni bylo provadéno na kombinované p H-turbidimetrické titrac¢ni aparatuie (YATA)
(viz obrazek 2.1), jejiz hlavni ¢asti je meérici komora naplnénd imerzni kapalinou. Tep-
lota uvniti komory je stabilizovana externim termostatem. Mérici komora obsahuje
magnetické michadlo s nastavitelnou rychlosti michédni a fotometr pro méfeni tur-
bidity vzorku. Souc¢dsti aparatury je také pH-metr s externim vystupem (PHI-04 s
pH-elektrodou Theta 90 HC133, Labio a.s., CR) a davkovaci pumpa s nastavitelnym
ddvkovacim rezimem (NE1000, New Era Pump Systems, Inc., USA). Aparatura je
fizena z PC pomoci specialniho software vyvinutého Petrem Gabrielem. Mérici ko-
mora je prizpusobena pro 15ml vzorky méfitelné ve zkumavkach o pruméru 2cm.
Turbidimetr jez je soucasti aparatury je vybaven LED zdrojem svétla o vlnové délce
A = 660 nm, Ize jim mérit tlum svétla pii pruchodu svételného paprsku vzorkem.
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Piiprava vzorka a postup méreni pii standardnim AP-testu

Bézny postup piipravy vzorku a prubéhu méfeni pouzivany Karou (viz [7]) je modifikaci
puvodniho postupu navrzeného Opekarovou a Siglerem. Na nasledujicich radcich je v
bodech shrnut standardni Karou navrzeny postup AP-testu (podrobnosti v [7]):

e Odvazime 9g kvasnic.

e Kvasnice ptidame do 50 ml destilované vody o teploté 4°C a promyjeme.
e Poté vzorek odstiedime v centrifuze po cca 10 min pii 3000 X g.

e Promyvani a odstiedéni provedeme celkem ttikrat.

e Po poslednim odstiedéni samotné kvasnice pridame do 50 ml destilované vody o
teploté 25°C a protiepeme. Zaroven spoustime cas.

e Nasledné celou suspenzi pridame do 50 ml destilované vody o teploté 25°C.

e Vzorek (objem suspenze 100 ml) nyni stédle michdme (200 ot/min) ve 250 ml zku-
mavce.

e V desaté minuté pridame 5 ml glukosy (20.2 % roztok).
e Odecteme hodnoty pH v desaté a dvacaté minute.

Tento postup byl upravovan a optimalizovéan, viz kapitola Optimalizace AP-testu.

Vypocet hodnoty AP

Hodnota AP je urcovédna za ptredpokladu, ze hodnota pH ve zkumavce na zacatku
meéteni je 6.3, coz je pK hodnota systému CO,-HCO5 [13].

Velicina APy odpovida vysledku spontanni acidifikace pred pridanim glukosy. Vy-
pocita se z hodnoty pH v desaté minuté méteni (pHio) takto:

AP10 =6.3 — leo. (21)

Velicina AP,y odpovida vysledku glukosou indukované acidifikace. Vypocita se z hod-
noty pH ve dvacaté minuté méteni (pHay) takto:

AP20 =6.3 — pHgo. (22)

Za vyslednou hodnotu AP-testu je povazovana velicina APyy. V této praci jsou pouzi-
vany jako ekvivalentni pojmy: vysledek AP-testu, hodnota AP a APs.
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Vyslednd hodnota AP,y pak odrazi fyziologicky stav bunék:

APy ‘ stav bunék
2.5 — 2.0 | dobry fyziologicky stav
20—-1.5 castecné poskozené
< 1.5 znacné ponicené

2.2 Bezkontaktni méreni AP-testu

Méteni absorpcnich spekter bylo provadéno na spektrometru Specord 40 od firmy
Analytik Jena a to v rozsahu vinovych délek 350 nm az 850 nm. Pouzité kyvety byly
plastové, opticka draha 1cm.

pH indikatory BCP a BCG byly od firmy Sigma-Aldrich, Inc. Destilovana voda
byla vyrabéna na laboratornim pfistroji Aqual 35, jeji vodivost byla pod 0.2 uS. Byl
pripraven pufr, citrat-fosfatovy, o pH = 4.5. Hodnota pH roztoku byla upravovana
pomoci 0.1 M roztoku NaOH a HC1.

Kvasinky pouzivané pii spektroskopickych méfenich byly spodné kvasici pivovarské
kmen 95. Kontrolni méteni metodou AP-testu byla provddéna na piistroji YATA -
specifikace vyse.

Pro soucasné bezkontaktni méteni pH spektrometrem a kontaktni méteni pH po-
moci klasické elektrochemické sondy byla pouzita prutokova cela, ktera byla umisténa
ve fotometru, a pH elektroda do zkumavky (25ml, stejnd, kterd byla pouzivana pro
méfeni na YATA). Tyto dva prvky pak byly spojeny do uzavieného obvodu i s peri-
staltickou pumpou pomoci hadicek.

Piiprava vzorka a postup méreni

Skladovani a promyvani kvasnic bylo provadéno shodné s ptipravou vzorku pro opti-
malizovany AP-test (viz strana 39). Rozdil nastdva v pouzité koncentraci méfeného
vzorku.

Pro tucely bezkontaktniho méreni pH pii AP-testu bylo odvazovano definované
mnozstvi kvasnic (mokré vahy), které byly pridavany do definovaného mnozstvi desti-
lované vody resp. pufru.
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Kapitola 3

Optimalizace AP-testu

Prubéh a vysledek AP-testu je ovlivnén mnoha vnéjsimi a vnitfnimi faktory. Pro
zajisténi reprodukovatelnosti métreni je nutné tyto vlivy minimalizovat nebo tplné od-
stranit. Mezi zdsadni patii napiiklad skladovani vzorku (pfi dlouhodobém skladovani
je nutné utlumit metabolickou aktivitu kvasnic snizenim teploty nebo inhibujicimi
latkami), ptiprava (promyvéni, hladovéni) a parametry méfeni (teplota a koncentrace
kvasnic a glukosy). V této kapitole jsou faktory ovliviujici vysledek testu popsany a
navrzen postup pro minimalizaci jejich vlivu.

3.1 Uchovavani vzorku

Kontrola vitality kvasnic neni mnohdy mozna ihned po odbéru a vzorky tak byvaji pred
vlastnim méfenim po néjakou dobu skladovany, coz muze ovlivnit jejich fyziologicky
stav a nasledné vitalitu. Snahou je kvasnice skladovat tak, aby se maximalné prodlouzila
doba, po kterou si zachovaji svuj fyziologicky stav.

Na nékolika vzorcich bylo ovéreno, ze pii skladovani kvasni¢nych suspenzi pod vrst-
vou piva v lednici pfi teploté 0 — 2°C, vysledna hodnota AP, béhem prvnich tiech
dni skladovani roste, po dalsi tii dny se drzi konstantni a po Sestém dni klesa. Po-
kles vysledku AP-testu je i po deseti dnech skladovani vzorku pod urovni 3 %, jak je
ukdzéno i v [2]. Data z téchto méfeni nejsou publikovana.

Vitalitu kvasnic také ovliviiuje slozeni média, ve kterém jsou skladovany. Bylo
prokazano, ze skladovani kvasnic ve vodé nasycené CO,, fosfatem pufrovaném fyzio-
logickém roztoku (PBS) a fosfat-citratovém pufru (pH = 4.5) ma negativni vliv na
vitalitu [2]. Viabilitu si kvasnice nejdéle udrzi pravé pii uchovavani pod pivem.

3.2 Priprava vzorku

Piiprava vzorku pred samotnym méfenim zasadné ovliviiuje vysledek AP-testu. Je
nutné ji provadét tak, aby hodnota APy byla co nejvyssi a zaroven reprodukovatelna.
Bylo ovéteno, ze pravé maximalni hodnota vysledku AP-testu je spravnym vysledkem
odpovidajicim vitalité kvasnic [10]. Tato hodnota odpovidd nejen vitalité kvasnic,
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pocet promyti

Obrazek 3.1: Zavislost hodnoty AP,y na poc¢tu promyti vzorku pred mérenim.

ale také mmnozstvi endogennich energetickych zdsob. Kvasinky s velkymi vnitinimi
zésobami (napf. kvasinky z propagace) mohou vykazovat slabou acidifikaci i po pfidéni
exogenni glukosy a zkreslit tak vysledek AP-testu (vyslednd hodnota bude nizsi). Tzv.
hladovénim lze kvasnice donutit k vycerpani endogennich energetickych zasob, coz vede
k narustu vysledné hodnoty AP, nicméné delsi hladovéni muze naopak vést k poklesu
acidifikacni schopnosti.

Promyvani

Mladina, ve které jsou vzorky skladovany, obsahuje zdroje energie, necistoty a také
pusobi jako pufr. Promyvanim vzorku dojde k nahrazeni mladiny deionizovanou vo-
dou, ¢ili ke snizeni pufrovaci kapacity média a odstranéni adsorbovanych latek na po-
vrchu bunék, a také k temperaci na teplotu, pti které probihd métreni. Promyvéani bylo
provadéno destilovanou vodou o teploté 25°C.

Pocet promyti ovliviiuje vyslednou hodnotu AP-testu, jak je vidét na obrazku 3.1.
7 grafu je ziejmé, ze trojnasobné promyti je postacujici, hodnota AP, dosahuje ma-
xima jiz po druhém promyti. Po poslednim promyti nasleduje ,,prudké“ odstiedéni (cca
3000 ot /min po 10min). Po ném, jsou vSechny kvasnice ve vzorku sedimentované, lze
dekantovat supernatant a odvazit ¢istou vahu kvasnic.
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Obrazek 3.2: Prubéh AP-testu dvou ruznych vzorku po tfech promytich provedeny
okamzité a nasledujici den.

Doba skladovani pred samotnym mérenim

Byla ovérena také doba, po kterou muze byt vzorek po trojnasobném promyti a
prudkém odstiedéni skladovan pied vlastnim méfenim, tuto prodlevu definujme jako
doba lezeni. 7 praktického hlediska je vyhodné ovérit, jak dlouho muzou byt vzorky
ulozeny pred métenim, kdy dochazi k prodlevam napt. pti ptipravé vice vzorku.

Pro ovéreni vlivu doby lezeni na AP-test, byly pripraveny dva ruzné vzorky kvasnic,
trojndsobné promyté a prudce odstredéné. Poté byl na vzorcich zméten test, zbytek
kvasnic byl ulozen do lednice pro srovnavaci méfeni po 24 hodinach (jiz bez jakéhokoli
odstiedovan{ ¢i promyvdni). Prubéh testt je na obrdazku 3.2 a vysledky v tabulce 3.1.

Z vyslednych hodnot je ziejmé, zZe hodnota A Psq se béhem 24 h pro jednotlivé vzorky
zménila jen minimalné, konkrétné o 0.06 resp. 0.04, coz ¢ini zménu o 3 % resp. 2 %.
Lze tedy predpokladat, ze po tiech promytich a prudkém odstiedéni kvasnic 1ze takto
sedimentovany vzorek skladovat v lednici v fadu hodin bez vlivu na vitalitu.

Jelikoz je na obrazku 3.2 zachycen viubec prvni prubéh meéreni AP-testu v této
praci, okomentujme si jej podrobné. Jak jiz bylo feceno, spusténi casu méfeni poc¢ina
pridanim vzorku kvasnic do destilované vody. Kvasni¢né bunky pfirozené reaguji adap-
taci na nové prostiedi. Na zacatku probihd tzv. acidifikace bez substratu (spontanni
acidifikace), pti niz je spotiebovavan kyslik obsazeny v mediu a utilizovéany endogenni
zdroje energie. Vycerpani téchto zdroju se projevi poklesem pH suspenze a jeho sta-
bilizaci. Hodnota pH dosazend spontéanni acidifikaci (pHio) tedy ukazuje na mnozstvi
endogennich zdroju energie bunék. Po pridani glukosy v desaté minuté méteni dochazi
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Tabulka 3.1: Vysledky vlivu doby lezeni vzorku pred vlastnim méfenim na vysledky
AP-testu.

cas [h] pOpiS leO pHQO AP10 AP20

0 vzorek 1| 4.39 | 3.96 | 1.91 | 2.34
vzorek 2 | 4.32 | 3.88 | 1.98 | 2.42
24 | vzorek 1| 5.00 | 3.90 | 1.30 | 2.40
vzorek 2 | 4.96 | 3.84 | 1.30 | 2.46

k jejimu zpracovani, coz se projevi vypuzovanim H't vné bunck a dalsim poklesem
hodnoty extracelularniho pH.

Na vysledcich predchozich testu je tedy vidét zretelny narust (o cca 14 %) hodnoty
pHio (pokles APjy o cca 33 %) dosazené méfenim jednotlivych vzorku po 24 hodinédch
oproti puvodni hodnoté. Zmény vyslednych hodnot testu (APy) byly komentovany
vyse. Plati, ze prubéh spontanni acidifikace nema vliv na vysledky testu. Ukazuje pouze
na mnozstvi energetickych zasob bunék.

Hladovéni

Hladoveéni je proces, pfi némz jsou bunky v mediu bez utilizovatelnych substratu a
jsou tak odkazany pouze na vlastni zdroje energie. Pfi méfeni AP-testu se muze stat,
ze kvasnice s bohatymi endogennimi zdroji energie po pridani glukosy (nebo jiného
zdroje energie) do media nereaguji tak aktivné jako buiky, které maji nizké zasoby
vnitinich zdroju. To se samoziejmé projevi nizsi vyslednou hodnotou APy, ktera pak
neodpovida potencidlni vitalité. Hladovéni, tedy snizeni mnozstvi vnitinich zésob, pak
uvede bunky do spravného fyziologického stavu, ve kterém projevi maximalni potencial
kvasné mohutnosti. Projev vitality na vysledek AP-testu byl ovéren v nasledujicim
experimentu.

Za pokojové teploty (cca 25°C) hladovél vzorek kvasnic v destilované vodé (pomeér
husté suspenze kvasnic a vody 1 : 1). Po celou dobu bylo médium michano magnetickym
michadlem (cca 150 ot/min), tak aby nedoslo k sedimentaci. Pfed celou procedurou byl
vzorek tfikrat promyt.

Béhem hladovéni byla ¢ast kvasnic odebirdna a byl na nich zméren AP-test (prvni
vzorek bez hladovéni). Na obrdzku 3.3 je pak vynesena zavislost vysledné hodnoty
AP5y na dobé hladovéni.

Po 404 minutach se vysledek AP-testu zménil o 3% od vysledku testu bez hla-
dovéni. Lze tedy predpokladat, ze trojnasobné promyti zajisti dostatecnou utilizaci
endogennich zdroju energie a dalsi hladovéni jiz neméa vliv na hodnotu AP a nemusi
byt proto uplatnovano.

Tento vysledek dobte souhlasi s vysledky uvedenymi v [2], kde byly porovnany
méreni AP hodnoty vzorku vystavenych hladovéni bez predchoziho promyti a s troj-
nasobnym promytim.
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Obrazek 3.3: Zavislost vysledku AP-testu na dobé hladovéni vzorku pred méfenim.

Koncentrace glukosy a kvasnic

Zvysovanim koncentrace glukosy pridané do vzorku kvasnic se zvysi i iroven acidifikace,
potazmo vysledek AP-testu, stejné tak zménami koncentrace kvasnic (viz [7]). Snahou
nasledujictho experimentu bylo tuto zavislost APy ovérit a nasledné nalézt vhodné
koncentrace kvasnic a glukosy tak, aby byl jejich vliv (napf. pfi nepfesném odvézeni)
na vysledek testu minimalizovan. Béhem testu nesmi dojit k vycerpani glukosy v mediu
(resp. k vyznamnym zménam jeji koncentrace) a zménit se tak podminky testu.

Za ucelem nalezeni optimalni koncentrace glukosy resp. kvasnic pti AP-testu byly
nameéteny zavislosti vynesené na obrazku 3.4. Z grafu je zfejmé, ze teprve pii pouziti
koncentrace glukosy ve vzorku nad 3.13 % se jiz hodnota APy méni minimalné (kon-
krétné o cca 1%). Pii pouziti koncentrace kvasnic nad 1.33 g na 15ml dochézi k satu-
raci pribéhu zavislosti vysledki APy, na koncentraci. Cili v rozsahu hodnot hmotnosti
mokré vahy kvasnic 1.33 — 2 g se vysledna hodnota AP méni o necelé procento a mini-
malizuje se tak chyba vysledku testu pfi nepfesném navéazeni.

Namétrené vzorky meély relativné nizkou hodnotu AP, a to pod 2.0. Z duvodu
mozného vycerpani glukosy v mediu u mnohem aktivnéjsich kvasnic (hodnota APy, na
urovni 2.5 az 2.7) lze doporuéit pouzivani koncentrace glukosy 4.55% a koncentrace
kvasnic 1.5 g na 15 ml destilované vody.

Je samoziejmé mozné pro potieby metody AP-testu pouzivat i nizsi gramaz kvasnic
ve vzorku (jak je nakonec uc¢inéno v kapitole Bezkontaktnim méfeni pH ), ale je nutné
dbat na presnost navazky a srovnani vysledku testu pouze o stejnych koncentracich
vzorku. Je také nutné pocitat se zpomalenim acidifikace vzorku.
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Obrazek 3.4: Zavislost vysledku AP-testu na pouzité koncentraci glukosy a kvasnic v

Dalsi vlivy

Podstatny vliv na prubéh AP-testu ma teplota. Jak bylo prokazano v predchozich
pracich [13], zména teploty o 1°C zpusobi zménu hodnoty AP 0 0.1. Z tohoto duvodu
byly vzorky béhem nasich experimentu pred samotnym méfenim temperovany na tep-
lotu méfeni (25°C), kterd byla udrzovédna konstantni pomoci termostatu.

Dalsi jev, ktery ovliviuje métfeni vitality pomoci AP-testu je flokulace kvasnic.
Flokulace je typickym projevem pivovarskych kvasnic, kterym po prokvaseni mladiny
usnadnuje sedimentaci (zpusob vyroby piva spodnim kvasenim). Aglutinaci bunék lze
zabranit nékolika zpusoby, naptiklad pridanim EDTA do vzorku, michanim vzorku
nebo také pridanim glukosy.

Po vytvoreni shluku kvasinek a jejich sedimentaci se efektivné snizuje plocha, kterou
bunky mohou pfijimat ziviny. Jevem flokulace, ktery je zpusoben interakci bunéénych
stén kvasnic se zabyvé napiiklad préce [§].

Pro tucely méreni AP-testu je nutné flokulaci zabranit napt. vhodnym michanim
vzorku béhem méfeni (v nasem piipadé magnetickym michadlem). Rychlost michén{
je zavisla na geometrickém uspotradani experimentu, na aparatufe YATA s pouzitim
zkumavky o objemu 25 ml a objemu vzorku 15ml (resp. 16.5ml po pridéni glukosy) je
postacujici 200 ot /min (viz [2]).
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Zaveéry kapitoly

Minimalizaci faktoru ovlivinujicich prubéh a vysledky AP-testu, které zahrnuji uchova-
vani vzorku, piipravu vzorku (véetné promyvani, doby lezeni vzorku pfed samotnym
méfenim a hladovéni), koncentrace kvasnic a glukosy, teplota a flokulace, bylo dosazeno
optimélniho postupu, pti kterém lze docilit: maximalni vysledné hodnoty AP a repro-
dukovatelnosti méreni.

Pti optimalnim postupu je nutné pouzit vzorky kvasnic uchovavané v mladiné pfi
teploté 0 — 2°C po dobu az deseti dnu. Pti pripravé vzorku je nezbytné trojnasobné
promyti kvasnic za ucelem odstranéni zdroju energie a necistot obsazenych v mladiné
a adsorbovanych na povrchu bunék, odstranéni pufrovaciho t¢inku mladiny a tempe-
race vzorku na teplotu méfeni (25°C). Bylo ukdzano, ze po trojndsobném promyti a
prudkém odstiedéni si takto sedimentované kvasnice udrzi svou vitalitu v fadu hodin.
Ovlivnéni AP-testu hladovénim vzorku v destilované vodé po jeho trojndsobném pro-
myti nebylo prokazano. Déle je nutnosti pouzit koncentraci kvasnic a glukosy pii testu
za saturacni hranici zavislosti APy, ktera ¢ini cca 1.5g kvasnic na 15ml destilované
vody a 4.55 % koncentrace glukosy, kdy nepfesné navazeni kvasnic neovlivni vysledek
testu a nedojde k vycerpani glukosy v mediu. V prubéhu AP-testu je nutné udrzovat
konstantni teplotu (25+0.1) °C a zabranit flokulaci kvasnic vhodnym michdnim vzorku
(200 ot /min).

Optimalizovany postup AP-testu lze shrnout do nasledujicich kroku:

e Zasobni roztok s kvasnicemi roztiepeme (kvuli homogenizaci) a odebereme z néj
,dostatecné* mnozstvi (cca 5ml) koncentrované suspenze.

e Vzorek krétce odstiedime, cca 1000 ot/min po dobu 60s (cca 145 x g), a dekan-
tujeme pivo.

e Promyjeme destilovanou vodou (cca 15ml) o teploté cca 25°C.
e Promyvani (véetné kréatkého odstiedéni) opakujeme, provedeme celkem ttikrat.

e Po tretim promyti nasleduje prudké odstiedéni, cca 3000ot/min po 10min
(1300 x g), sliti supernatantu.

e Odvéazime (1.5 £0.1) g cisté véhy kvasnic.

e Piidame 15ml destilované vody do vzorku, spustime méfeni ¢asu a vzorek roz-
trepeme.

e Meéfeni probihd za stdlého michani (200 ot/min, musi zabranit flokulaci) a pfi
stabilni teploté 25.0 £ 0.1°C.

e V desdté minuté pridame 1.5 ml glukosy (50 % roztok); konecné koncentrace glu-
kosy v mediu 4.55 % (hmotnost glukosy na objem vzorku).

e Odecteme hodnoty pH v desaté a dvacaté minute.
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Kapitola 4

Vyuziti AP-testu

Predchozi kapitola byla vénovana studiu vlivu vnéjsich faktoru na prubéh a vysledky
AP-testu. Navrzeny optimalizovany postup méteni (viz Materidl a metody) tyto vlivy
minimalizuje a je pfi ném dosazeno maximalni hodnoty AP a reprodukovatelnosti
meéreni.

Hlavnim cilem pro pouziti AP-testu v praxi je nalezeni souvislosti mezi jeho
vysledky a prubéhem fermentace. Timto se zabyvala a korelaci potvrdila napt. préace
[7]. V této diplomové praci je ovéfena souvislost mezi vysledky testu a po¢tem nasazeni
kvasnic v pivovarském provozu.

Déle se nabizi otazka, jestli lze test uplatnit pro studium pusobeni stresovych fak-
toru na bunky. Za timto uc¢elem bylo konkrétné sledovano pusobeni osmotického stresu
na vitalitu buneék.

Neméné zajimava muze byt informace jak konkrétné odrazi test acidifikacni schop-
nosti prubéh metabolismu. Za timto tcelem bylo vybrano a pouzito v prubéhu testu
nékolik druhu xenobiotik. Tyto latky byly také pouzity s cilem nalézt inhibitor acidi-
fikace, ¢cehoz by mohlo byt vyuzito v dalsi kapitole pro studium spekter rozptylujicitho
vzorku (kvasni¢na suspenze) na absorpcni spektra pH citlivé latky.

4.0.1 Vliv poc¢tu nasazeni kvasnic v CKT na AP-test

Hlavni proces kvaseni pii vyrobé piva dnes v mnoha pivovarech probihd v CKT (cylin-
dricko-kénickych tancich), coz jsou nadrze o objemu 2000 hl a vice. Kvasnice jsou pfi
tomto procesu vystaveny ruznym stresovym faktorim, coz se muze projevit na kvalité
prokvaseni a v koneéném dusledku i na chuti piva. Po prokvaseni a flokulaci jsou kvas-
nice odebrany z tanku a opét nasazeny k dalsi fermentaci. Kvalita odebranych kvasnic
samoziejmé zavisi na vrstve, ze které jsou odebrany. Napf. na samém dné tanku se
vyskytuji bunky ve spatném fyziologickém stavu (velké a staré), které ¢asto autolyzuji.
Naopak ve vyssich vrstvach tanku je pak vyssi zastoupen{ mladych bunék (50% az
65 % panenskych). Kvalita kvasnic je také ovlivnéna poctem opétovného nasazeni. S
vysSim pocCtem nasazeni klesa viabilita a roste pocet bunék, jez jsou v ruzné rustové
fazi, coz v dusledku vede k projevu snizeni vitality.
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Obrazek 4.1: Zavislost vysledku AP-testu na poc¢tu nasazeni kvasnic k fermentaci, kde
—1: jsou kvasnice z propagace, 0: kvasnice pied prvnim nasazenim v CKT.

Za tucelem zachyceni poklesu vitality pfi opétovném nasazovani kvasnic pomoci
AP-testu byly prométeny vzorky (n = 20) odebrané pii prvnim az ¢tvrtém nasazeni v
CKT. Pro srovnéni byly naméteny také AP-testy kvasnic z propagace (—1. nasazeni)
a testy kvasnic pred prvnim nasazenim (0. nasazeni).

Vysledky testu jsou vyneseny v grafu na obrazku 4.1. Méreni byla provadéna dle
optimalizovaného postupu, vyneseny jsou prumérné hodnoty se standardni odchylkou.

7 grafu je vidét, ze s rostouci generaci nasazenych kvasnic klesa jejich AP,
coz odpovidd predpokladum. Tento pokles ¢ini 13 % mezi kvasnicemi z propagace a
poctvrté nasazenymi. S poctem nasazeni také roste smérodatna odchylka méteni, coz
je zpusobeno zvysenym poctem vyskytu jednotlivych bunék v ruznych rustovych fazich.
Nejvetsi relativni chyby méfeni je dosazeno pro poctvrté nasazené kvasnice a ¢ini 3 %,
tato nizka hodnota relativni chyby ukazuje na dobrou optimalizaci testu.

4.0.2 VlIiv osmotického stresu na vitalitu kvasnic

Kvasnice pouzivané k vyrobé piva jsou vystaveny mnoha stresovym faktorum,
napt. zmény pH (kyselé promyvani zabranujici bakteridlni kontaminaci), osmolarity
(promyvéni, lisovani a fermentace v mladiné vysoké stupnovitosti), koncentrace etha-
nolu, pfrisunu zivin nebo teploty. Nasledny prubéh fermentace je pak ovlivnén schop-
nosti adaptovat se na tyto zmény.
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V prirozeném prostiedi pak kvasinky neustédle podléhaji riznym zménam vnéjsich
podminek, napi. zménam osmotického tlaku, a z duvodu evoluc¢nich jsou schopny se
jim pfizpusobit.

Pti vloZeni bunék do destilované (tedy deionizované) vody, jez je pro né hypo-
tonickym prostfedim, je vystavime osmotickému stresu. Bunky jsou nuceny se vy-
rovnat s piisunem vody v dusledku osmozy, coz zpusobi narust objemu bunky. Je-li
bunka v dobrém fyziologickém stavu a osmoticky tlak neni ptilis velky, je schopna
se s touto stresovou situaci vyrovnat. V opacném piipadé muze dojit k nevratnému
poskozeni bunky. Bylo prokazano, ze je-li bunka vystavena pomalym zméndm osmo-
tického tlaku, je schopna se mu ptizptusobovat (napt. posilenim cytoskeletu) a odolat
vysSim rozdilum osmotickych sil. Pi prudkém zméné koncentrace roztoku s bunkami
je vyssi pravdépodobnost jejich poskozeni.

V souvislosti s vyrobou piva jsou kvasinky pii hlavnim kvaseni mladiny vystaveny
osmotickému tlaku. Mladina je vysoce koncentrované médium bohaté na zkvasitelné
cukry a je pro kvasnice hypertonickym prostiedim. V tomto prostiedi kvasinky zmensuji
svuj objem v dusledku ubytku vody osmézou.

Za tucelem studia vlivu osmotického stresu na vitalitu bunék byly proméfeny série
AP-testi s pouzitim ruznych koncentraci sorbitolu. Nejprve byl ovéren vliv pouziti
sorbitolu v ruznych ¢astech AP-testu na jeho vysledek.

Pouziti sorbitolu v riznych castech AP-testu

Pro predstavu o tom, jak bunky na osmoticky stres reaguji byl navrzen nasledujici ex-
periment. Dle optimalizovaného postupu (viz stranka 39) byly skladovény a ptipraveny
vzorky kvasnic pro meéfeni testu do momentu, kdy maji byt odvazeny. Déle byly
naméteny Ctyti stejné vzorky riuznym zpusobem:

1. Referenéni méteni, ¢ili dalsi postup méreni testu beze zmény, tedy odvazeni 1.5 ¢
kvasnic mokré vahy, pridani 15 ml Hy0 a spusténi ¢asu, v 10. minuté pridani 1.5 ml
glukosy (jeji konecnd koncentrace 4.55 %) - standardni AP-test.

2. Stejny postup jako v bodé 1., ale misto 15 ml Hy0 pouzito 15 ml sorbitolu (1.7 M
roztok) a 1.5g mokré vahy kvasnic - AP-test v sorbitolu.

3. Pred méfenim AP-testu hladovéni kvasnic v sorbitolu (1.7 M roztok) po dobu 1 h,
odvazeni 1.5g mokré vahy a spusténi testu v 15ml Hy0, v 10. minuté pridani
1.5ml glukosy (jeji konecnd koncentrace 4.55 %) - hladovén{ v sorbitolu.

4. Pred mérenim AP-testu hladovéni kvasnic v H,0 po dobu 1h, poté odstiredéni
(3000 ot /min po 10 min), odvéazeni 1.5 g mokré vahy a spusténi testu v 15ml Hy0,
v 10. minuté ptidani 1.5ml glukosy (jeji koneénd koncentrace 4.55 %) - hladovéni
A\ HQO

Prubéhy AP-testu namérenych predchozimi postupy jsou zobrazeny na obrazku 4.2
a vysledky jsou shrnuty v tabulce 4.1.
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Obrazek 4.2: Prubéhy AP-testu v zavislosti na pouziti 1.7M roztoku sorbitolu v
ruznych ¢astech jejich prubéhu.

Vysledky v tabulce 4.1 ukazuji, ze byl-li AP-test proveden optimalizovanym
zpusobem je vyslednd hodnota AP,y = 2.56, coz ukazuje na velmi dobry fyziologicky
stav kvasnic.

Ptredchazelo-li méreni hodinové hladovéni vzorku v destilované vodé, mélo to na
vysledek testu minimdlni vliv (zména APy o cca 1%), coz odpovidd vysledkum
predchozich experimentu s hladovénim provedenym v ptredchozi kapitole (viz stranka
36). V této souvislosti stoji za povsimnuti (viz tabulka 4.1) rozdilné hodnoty pH
dosazené v desdté minuté meéfeni (pHyg) pro vzorky namétené postupem 1. a 4., ve
kterych se projevilo hodinové hladovéni pred testem poklesem vysledku spontéanni aci-
difikace AP;y o 14 %.

Tabulka 4.1: Vysledky AP-testtu pii pouziti 1.7M roztoku sorbitolu v ruznych ¢astech
jejich prubéhu.

postup popis pHyo | pHyy | APy | APy

1. standardni AP-test | 4.06 | 3.74 | 2.24 | 2.56
2. AP-test v sorbitolu | 4.39 | 4.38 | 1.91 | 1.92
3. hladovéni v sorbitolu | 5.34 | 4.93 | 0.96 | 1.37
4 hladovéni v H,O 4.38 | 3.76 | 1.92 | 2.54
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Pro srovnani s mérenim testu dle optimélniho postupu byl pouzit postup ¢. 2.,
tedy misto 15ml destilované vody (do které se nasledné pfiddva 1.5g kvasnic) bylo
pouzito 15ml sorbitolu (1.7 M roztok). Z grafu na obrazku 4.2 je zfejmé, ze pii ta-
kovémto postupu kvasinky vykazuji nulovou acidifikaci po pridani vnéjsiho substratu
(1.5ml glukosy) v desété minuté meéfeni. Hodnota pH dosazena spontanni acidifikaci
je pravdépodobné ovlivnéna pH samotného sorbitolu a nevratnym poskozenim bunék.
Hodnota pH samotného sorbitolu nebyla namétena.

Posledni vzorek byl ptipraven dle postupu 4. a byl tedy vystaven hodinovému hla-
dovéni v sorbitolu (1.7 M roztok). Vyslednd hodnota APy ¢ini pouze 1.37 a z prubéhu
kiivky (obrézek 4.2) je vidét velmi slabd odezva na pridani glukosy v desaté minuté
meéteni, coz je pravdépodobné zpusobeno poskozenim bunék. Muzeme tedy usoudit,
ze vzorku vystavenému hladovéni po dobu jedné hodiny ve vyrazné hypertonickém
prostifedi v podobé roztoku sorbitolu klesla hodnota viability a zbylé bunky byly
schopny jen velmi slabé acidifikovat vnéjsi prostiedi po piidani glukosy. Tento jev
souvisi s faktem, ze koncentrace sorbitolu 1.7 M odpovida asi trojnasobku pfirozené
vnitini osmolarity bunék kvasnic (viz [1]) a dochézi pti ni k plazmolyze bunék.

Jelikoz vzorek naméfeny modifikaci AP-testu dle postupu ¢. 2 (AP-test v sorbitolu)
na pridani vnéjsitho substratu vibec nereagoval, v dalSich experimentech bylo postu-
povano dle alternativy 3. a byla promérena zavislost vysledku testu na koncentraci
sorbitolu (ve kterém vzorek hladovi).

Vliv hladovéni v sorbitolu rizné koncentrace na vysledek AP-testu

V ptedchozich odstavcich jsme ziskali predstavu o tom, jak osmoticky stres simulovany
pusobenim molekul sorbitolu ovliviiuje prubéh a vysledky AP-testu. Nyni se zamérime
na jednu z alternativ pouzitych v predchozim experimentu.

Pro tucely méteni vlivu hladovéni kvasnic v sorbitolu o ruzné koncentraci, jez je
pro kvasnice osmotickym stresovym prostfedim byl pozménén optimalizovany AP-test
nasledovné. Vsechny kroky zahrnujici skladovani a piipravu vzorku ztstaly nezménény;,
po trojndsobném promyti vzorku byly kvasnice umistény do roztoku sorbitolu (o kon-
centraci: 1.2M, 0.8 M a 0.4 M), kde byly michany po dobu 30 min. Jako reference byl
zméten ctvrty vzorek standardnim zpusobem, ¢ili bez hladovéni. Bunky nebylo nutné
vystavovat hladovéni v destilované vodé (tak jako v pfedchozim experimentu), jelikoz
po trojnasobném promyti vzorku neméa na vysledek AP-testu vliv.

Priabéhy takto provedenych AP-testu jsou na obrazku 4.3 a vysledné hodnoty shr-
nuty v tabulce 4.2. Pti standardnim provedeni AP-testu kvasinky vykazovaly vyslednou
hodnotu AP,y = 2.42, coz ukazuje na dobrou vitalitu bunék.

Pti hladovéni bunék po 30 min v sorbitolu se hodnota APy s rostouci koncentraci
sorbitolu snizovala. Maximalni pokles byl zaznamenén pti nejvyssi pouzité koncentraci
sorbitolu (1.2M roztok) na APy = 1.31, coz je pokles o 46 % z puvodni hodnoty
namérené bez sorbitolu. Vysledna hodnota testu AP, = 1.31 jiz odpovidd znacné
poskozenym bunkam. Prubéh poklesu hodnot AP, je zachycen na obrazku 4.4.

Vysledky naznac¢uji, ze ¢im vyssi je osmoticky tlak (v podobé piitomnosti sorbitolu v
roztoku) pusobici na bunky béhem hladovéni, tim mensi je projev vitality v nasledném
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Obrazek 4.3: Prubéh AP-testu po hladovéni vzorku v riznych koncentracich sorbitolu.

AP-testu. Tento jev muze byt zpusoben zvyraziovanim vlivu osmotického stresu na
bunky a také poklesem viability vzorku.

Uvedena méreni ukazuji jednoznacny vliv pusobeni osmotického stresu na vitalitu
bunék. V pivovarském provozu jsou kvasnice vystaveny osmotickému tlaku zejména pti
procesu hlavniho kvaseni, které probiha v CKT. Mladina bohatéd na zkvasitelné cukry
(zejména maltosu) je pro pivovarské kvasnice vynikajici zivné médium. Obsahuje vsak
i jiné latky, které pro bunky zkvasitelné nejsou a neprochazi ani ptes plazmatickou
membranu. Mladina je tedy pro kvasinky prostiedi hypertonické a iroven osmotického
tlaku na buiky roste se stupnovitosti mladiny. Vliv osmotického tlaku na vitalitu bunék
fermentujicich v mladiné (prostiedi bohaté na ziviny) o ruzné stuprnovitosti byl stu-
dovan v nasledujicim experimentu. Ten byl provadén ve spoluprici s Vyzkumnym
Gistavem pivovarskym a sladafsky, a.s (VUPS).

Tabulka 4.2: Shrnuti vysledki AP-testu s vlivem osmotického stresu pii hladovéni v
ruznych koncentracich sorbitolu.

c [M] pHyo | pHyy | APy | APy
0 453 | 3.88 | 1.77 | 2.42
04 | 452 | 391 | 1.78 | 2.39
0.8 4.76 | 4.25 | 1.54 | 2.05
1.2 536 | 499 | 094 | 1.31
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Obrazek 4.4: Zavislost vysledku AP-testu na koncentraci sorbitolu, ve kterém kvasnice
hladoveély.

Vliv osmotického tlaku na vitalitu kvasnic fermentujicich v mladiné razné
stupnovitosti

V predchozim experimentu bylo ukazano, ze osmoticky tlak v podobé hladovéni bunék v
sorbitolu ma jednoznacny vliv na vitalitu. Nyni bude studovano, jakou roli pfi ptisobeni
osmotického stresu na bunky hraje mladina, ve které bunky fermentuji.

Meéfteni vsech AP-testu probéhlo dle optimalizovaného postupu (viz stranka 39),
vzorky se lisily v tom, za jakych podminek bunky fermentovaly. Kazdy vzorek byl
celkem ttikrat nasazen do kvasného vélce a to cca s tydennim odstupem:

1. Byla pripravena mladina o tfech ruznych stupnovitostech: 12°, 16° a 20°. Mla-
diny 16° a 20° byly pfipraveny z mladiny 12° pfidanim sorbitolu pro vyvolani
osmotického tlaku odpovidajictho pozadované stupnovitosti (takze obsah zkvasi-
telnych cukru ztstal zachovan). Do jednotlivych mladin pak byly nasazeny kvas-
nice a bylo provedeno modelové kvaseni v kvasném vélci (cca 5dni). Poté byla z
kazdého vélce odebrana ¢ast kvasnic (z kazdého po dvou vzorcich) a na nich pak
zméten AP-test.

2. Byla opét pripravena mladina stejné jako v predchozim ptipadé. Do jednotlivych
kvasnych valcu pak byly opétovné nasazeny kvasnice z 1. nasazeni dle mladiny
odpovidajici stupnovitosti. Po skon¢eni modelového kvaseni byla opét odebrana
¢éast kvasnic (po dvou vzorcich) a na nich zméten AP-test.
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Tabulka 4.3: Shrnuti vysledki méfeni vlivu nasazeni kvasnic v mladiné riuzné
stupnovitosti na vitalitu. Oznaceni vzorku odpovida stupnovitosti mladiny, v niz fer-
mentoval, 1274. pak znaci kvasnice nasazené poprvé a podruhé v 16 ° mladiné, analo-

o

gicky pro 125,,.

nasazeni | ¢as[dnu] | vzorek | pHy | pHag | APg | APy

1. 0 12° 3.91 | 3.76 | 2.40 | 2.55
16° 4.03 | 3.79 | 2.27 | 2.52
20° 4.02 | 3.83 | 2.29 | 2.47
2. 7 12° 3.96 | 3.77 | 2.34 | 2.54
16° 3.99 | 3.81 | 2.32 | 2.49
20° 4.22 |1 3.89 | 2.08 | 2.41
3. 13 12° 3.98 | 3.76 | 2.32 | 2.55
12760 | 4.03 | 3.75 | 2.28 | 2.55
125, | 3.97 | 3.74 | 2.34 | 2.56

3. Potreti byla pripravena trikrat tataz 12 ° mladina. Nasledovalo opétovné nasazeni
kvasnic (jiz tfeti) do kvasnych valcu. Po ukonceni modelového kvaseni byla opét
odebréna ¢ast vzorku (z kazdého vélce dvakrat) a na nich zméfen AP-test.

Vysledky vsech namétenych testu jsou shrnuty v tabulce 4.3, hodnoty jsou prumérné
z kazdé dvojice namérenych vzorku. Maximéalni dosazena standardni odchylka méreni
je pod trovni 4 %, v tabulce nejsou chyby méfeni uvedeny (viz obrazek 4.5 i s chybami
meéteni). Z hodnot uvedenych v tabulce vidime, Ze po prvnim nasazeni je vysledek AP-
testu kvasnic fermentujicich v 12° mladiné AP,y = 2.55, coz odpovida velmi dobrému
fyziologickému stavu bunék.

Ostatni vysledky AP-testu vzorku fermentujicich v prostiedi o vysSsim osmotickém
tlaku se mirné lisi od této hodnoty, lze zaznamenat pokles A Py s rostouct stupnovitosti
mladiny.

Ve vysledcich AP-testu po druhém nasazeni je vidét pokles hodnot APs 0 0%, 1%
a 2.5 % oproti prvnimu nasazeni. Tyto zmény ve vitalité se pohybuji pod a nad hranici
presnosti AP-testu. Nakonec po tfetim nasazeni vysledné hodnoty AP,y vzrostly na
uroven hodnot po prvnim nasazeni nebo byly dokonce jesté vyse. Zaroven po poslednim
nasazeni vzrostly standardni odchylky méfeni na jiz zminovanych cca 4 %.

Graficky prubéh hodnot vysledku testu i se standardnimi odchylkami méfeni je
znazornén na obrazku 4.5. Z tohoto obrazku je vidét, ze poc¢atecni vitalita jednotlivych
vzorku byla nizsi s vyssi stupnovitosti mladiny. Po druhém nasazeni je zretelny po-
kles vitalit vzorku a po tfetim nasazeni opétovny narust. S rostoucim poc¢tem dnu od
prvniho nasazeni kvasnic rostla i standardni odchylka méfeni, to je zptusobeno vétsim
poctem bunék ve vzorku, jez jsou v ruznych rustovych fazich.

Lze tedy usuzovat, ze dlouhodoby vliv osmotické stresu pti kultivovani kvasnic
se neprojevuje na jejich vitalité. Zivné médium v podobé na zkvasitelné cukry bohaté
mladiny pusobi jako ochranny faktor pro bunky, jez jsou schopny se osmotickému tlaku
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Obrazek 4.5: Grafické znédzornéni vysledku AP-testu méteného po jednotlivych nasa-
zenich kvasnic, jez studuje vliv osmotického tlaku pii fermentaci bunék v mladiné ruzné
stupnovitosti.

prizpusobit. V porovnani s predchozim experimentem, kdy se vliv osmotického stresu
na vitalitu jednoznac¢né projevil poklesem vitality, muzeme fici, ze osmoticky stres ma
pouze akutni tucinek a z dlouhodobého hlediska se neprojevi na vitalité kvasnic.

4.0.3 Inhibice metabolickych procesu

Inhibice je oznaceni procesu, ktery brzdi, omezuje, zadrzuje, zamezuje, utlumuje nebo
zpomaluje jiny subjekt nebo jev, v nasem piipadé chemickou reakci. Latkam, jez che-
mické reakce inhibuji se fikd inhibitory a vétsinou se jednd o xenobiotika, neboli cizo-
rodé latky jez nevznikaji v lidském téle.

7 pohledu této prace jsou inhibitory zajimavé pro studium vlivu inhibice nékteré
z reakcl metabolické drahy zpracovani cukru v bunkdch kvasinek na zpomaleni nebo
zastaveni acidifikace vnéjsiho prostiedi, coz se odrazi na prubéhu a vysledcich AP-testu.

Dalsi motivaci, pro studium vlivu inhibitoru na test vitality je nalezeni takové latky,
ktera by zastavila acidifikaci a zaroven jinak neovlivnila prubéh testu a charakter bunek.
Toho by bylo mozné vyuzit v dalsi kapitole (Bezkontaktni méteni pH ), pii studiu vlivu
mnohonésobného rozptylu (na bunkéch) na spektra absorbujici latky (podrobnosti v
dalsi kapitole).
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V nasledujicim experimentu byl zkouman vliv tfech inhibitoru blokujicich rizné
casti metabolismu a jako ¢tvrty inhibitor byla pouzita latka YC-TETRA, coz je chme-
lovy extrakt. VIiv této latky na metabolismus neni zcela objasnén.

Inhibujici latky byly zvoleny dle osobniho doporuceni Karla Siglera, konkrétné se
jednalo o tyto latky: iodoacetamid (IAA), glukosamin a malonat, charakteristika téchto
latek viz Material a metody.

Pro ucely nasledujicich méfeni byla zachovana ptiprava vzorku dle optimalizovaného
AP-testu (viz strana 39), byl vSak upraven postup méteni. Dulezité kroky experimentu
lze shrnout do nasledujicich bodu:

e Byly pfipraveny roztoky inhibitortu a déale vzorky kvasnic dle optimalizovaného
postupu, ¢ili tiikrat promyté, odstitedéné (3000ot/min po 10min) a z nich
odvazeno 1.5g mokré vahy.

e Kvasnice byly zality destilovanou vodou a bylo spusténo méreni ¢asu. Objem Hy0
ve vzorku:

— 16.5ml pro referenéniho méreni AP-testu bez vlivu xenobiotika

— 15ml pro méreni AP-testu s xenobiotikem.

e V desaté minuté pfiddno 1.5ml (50 % roztoku glukosy), koneénd koncentrace
glukosy ve vzorku 4.2 % (se zapoc¢tenim dévky inhibitoru).

e Bezprostiedné po pridani glukosy bylo do vzorku naddvkovano 1.5 ml inhibitoru
(36.4 mM roztok v koneéné koncentraci).

Prubéhy AP-testi naméfenych dle uvedeného postupu jsou na obrazku 4.6 a souhrn
vyslednych hodnot pak v tabulce 4.4. Vysledek testu pro referencni vzorek, jez nebyl
ovlivnén priddnim inhibitoru (jehoz prubéh méteni byl modifikovdn oproti optimali-
zovanému postupu pouze piidanim 16.5 ml Hy0 misto 15 ml kvili srovnéni koncentraci
glukosy a kvasnic s ostatnimi vzorky), ¢ini APy = 2.53, coz odpovidd bunkdm v
dobrém fyziologickém stavu.

Z prubéhu testu na obrazku 4.6 je ziejmé, ze latky malonat a YC-TETRA maji
znacny alkalizujici ic¢inek na vzorek. Po pfidani téchto latek do vzorku vzrostlo pH
o vice nez 40 % (malonét) a vice nez 20 % (YC-TETRA), coz znehodnocuje vysledky

Tabulka 4.4: Souhrn vysledku AP-testu s pouzitim ruznych typu inhibitoru.

vzorek leo pHgo APlO APQO
bez inhibitoru | 4.21 | 3.77 | 2.09 | 2.53
TAA 4.16 | 4.16 | 2.14 | 2.14
glukosamin 4.25 | 4.09 | 2.05 | 2.21
malonat 4.27 | 5.68 | 2.03 | 0.62
YC-TETRA | 422 | 526 | 2.08 | 1.04
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Obrazek 4.6: Prubéhy AP-testi s pouzitim ruznych typu inhibitoru.

AP-testu téchto vzorku. Zasadita povaha malonatu, ktera se projevila zvySenim pH
vzorku po jeho ptidani, odpovida inhibujicim vlastnostem této latky. Malonat totiz
blokuje preménu sukcinatu na fumarat, kterd v ramci citratového cyklu probiha v
mitochondridlni matrix, kde je cca pH = 8.

7 prubéhu krivek AP-testu po pridani glukosaminu a IAA v desaté minuté mérent
je vidét, ze tyto latky nezménily bezprostiedné pH vzorku jako predchozi latky. Dalsi
zmény pH v prubéhu testu jsou skuteénym projevem metabolizmu v podobé acidifikace
vnéjstho prostfedi na ptridani xenobiotika.

Po pridani glukosaminu vzorek vykazuje témétr nulovou acidifikaci, jinymi slovy
bunky nereaguji na pridani vnéjsiho substratu v podobé glukosy. Tomuto vysledku ne-
odpovida stale relativné vysokd hodnota AP,y = 2.21 tohoto vzorku, ktera je zkreslena
spontanni acidifikaci v prvnich deseti minutach méteni. Pribéh AP-testu s glukosami-
nem dobte odpovida charakteru pusobeni tohoto inhibitoru na bunku.

Glukosamin je latka velmi podobnd glukose, lisi se pouze zménou hydroxylové sku-
piny (OH) na uhliku 2 za skupinu NHy. Tato chemickd podobnost ¢ini glukosamin tzv.
kompetitivnim inhibitorem glukosy pfi jeji fosforylaci (prvni reakce glykolyzy). Meta-
bolicka drdha glukosy je tim padem zablokovana hned na zacatku, coz se v konecném
dusledku projevi nulovou acidifikaci vnéjsiho prostiedi. Jak jiz bylo fe¢eno a z grafu je
videét, byla zaznamendna mald zména pH po pridani glukosaminu a to o cca 4 %. To lze
vysvétlit zpusobem pridani této latky do vzorku. Nejprve byla bunkam nadavkovéna
glukosa a teprve po cca 20 — 25 sekundéach glukosamin. Béhem této doby ziejmé doslo
k difuzi ¢asti glukosy do bunék a spusténi glykolyzy jesté pred pridanim inhibitoru.
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Vysledky AP-testu s IAA uvedené v tabulce 4.4 ukazuji, ze bunky po prvnich deseti
minutach dosahly spontanni acidifikaci pHig = 4.16 a tato hodnota pH byla stejna i
na konci métreni po dvaceti minutach. To je ostatné vidét i na uvedeném obrazku 4.6,
graf kiivky se vSak vyznacCuje razantnimi zménami pH ve svém prubéhu. Po pridani
glukosy néasleduje pokles pH az na minimum pH = 3.7, tato hodnota je srovnatelnd s
konec¢nou hodnotou pHsy na konci referenéniho méreni. Poté nasleduje netypicky narust
pH az na konec¢nou zminovanou hodnotu pHsy = 4.16. Tento prubéh je pravdépodobné
zpusoben pomalym pronikanim IAA do bunék, ktery se projevi opozdénym zastavenim
acidifikace.

Meéteni AP-testu s pouzitim ruznych inhibitoru v jejich prubéhu ukazala, ze xe-
nobiotické latky mohou zdsadnim zpusobem ovlivnit metabolismus bunék, coz se pro-
jevi na prubéhu ¢i vysledcich testu. Vysledky naznacuji, ze glukosamin a IAA jsou
vhodnymi latkami pro zastaveni acidifikace, za timto tcelem by mély byt aplikovany
pred pridanim glukosy do media a TAA navic s vétsim casovym predstihem. Tato vlast-
nost glukosaminu se dobie hodi pro analyzu vlivu rozptylu na kvasni¢nych bunkach na
absorpcni spektrum latky citlivé na pH, ¢ehoz vSak nebylo z casovych duvodu v dalsi
kapitole vyuzito.

Malonat a YC-TETRA ovliviiuji prubéh AP-testu svou zasaditou povahou, ¢ili vliv
na vitalitu kvasnic neni zrejmy. Pro dalsi studium vlivu téchto latek se nabizi nékolik
uprav navrzeného experimentu, napft. uprava pH chemické latky pfed pridanim do
vzorku.

Zavéry kapitoly

V této kapitole byly provedeny experimenty, jez mély oveérit vyuzitelnost optimalizo-
vaného AP-testu na vzorcich kvasnic pouzity v prumyslovém provozu. Za timto icelem
byl pomoci AP-testu sledovan vliv opétovného nasazeni kvasnic na jejich vitalitu. Z
experimentalnich vysledku je zfejmy pokles vitality se zvySujicim se poCtem nasazeni
az 0 13 % mezi kvasnicemi z propagace a poctvrté nasazenymi kvasnicemi (viz obrazek
4.1).

Meéreni simulujici pusobeni osmotického stresu na bunky v podobé ruznych osmo-
tickych tlaku vyvolanych pouzitim alkoholického cukru sorbitolu naznacuji, ze osmo-
ticky tlak pusobici dlouhodobé pti fermentaci bunék v mladiné nemé na vitalitu bunék
vliv, projevuje se pouze takzvany akutni tucinek. Akutni U¢inek se na vitalité proje-
vil pfi hladovéni bunék v hypertonickém prostiedi. Potvrzuje se tak, ze mladina ma
ochranny vliv na kvasni¢né bunky pfi pusobeni zvyseného osmotického tlaku, jemuz
jsou vystaveny napi. pii vyrobé piva vyssi stupnovitosti.

Byl ovéren vliv vybranych xenobiotik na priubéh a vysledky AP-testu. Ukazalo se,
ze latky IAA a malonat jsou vhodné pro zablokovani acidifikace.
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Kapitola 5

Bezkontaktni méreni pH

V predchozich dvou kapitoldch byla popsdna optimalizace metody AP-testu a byla
ukazana jeho vyuzitelnost pti studiu vitality prumyslové nasazenych vzorku ¢i pii reakci
kvasnic na ruzné stresové faktory. Méreni pH bylo bez vyhrad provadéno klasickou elek-
trochemickou sondou. To ptindsi nékteré nevyhod, jak jiz bylo zminéno drive. Z téchto
duvodu se nabizi pouziti bezkontaktniho métreni pH pouzitim pH-senzitivnich latek a
fotometrickym snimanim vzorku. Jednim z tkolu této prace bylo ovérit pouzitelnost
téchto méreni, kterd nejsou limitovana mnozstvim vzorku, navic je pfi nich pH méfeno
z celého objemu vzorku a umoznuji principidlné méfit vice vzorku soucasneé.

Spektrometrickd méfeni kvasniénych suspenzi (pouzivanych pii AP-testu) vsak
honasobného rozptylu na mérené spektrum. V téchto vzorcich jsou rozptylovymi cen-
try celé bunky a jednotlivé organely a vzhledem k jejich charakteristickym velikos-
tem se pouziva popisu Mieova rozptylu. Ten je vsak presny pro koule s homogennim
rozlozenim indexu lomu. Bunky (konkrétné kvasinky) jsou vSak objekty ruznych tvara
a maji slozitou vnitini strukturu, ¢imz se stava obecny popis thlové charakteristiky
rozptylu na téchto vzorcich velmi slozity. Rozptylu svétla na bunéénych suspenzich
se bézné vyuziva napt. k méfeni rustovych kfivek kvasinek sledovanim zmén intenzity
pod danym thlem.

V této préci konkrétné jsou naméfend kombinovana spektra (viz obrazek 5.9 nebo
5.11) tvofena rozptylujici slozkou v podobé separonu nebo suspenze kvasnic a absor-
bujici slozkou v podobé pH citlivé latky. Cilem je z takového spektra extrahovat cast
patiici pH-indikatoru a z néj urcit pH suspenze. Za timto tcelem bylo nutné nejdiive
nalézt vhodny pH-indikator, namétit jeho spektralni charakteristiku a urcit vhodnou
koncentraci pro méreni s rozptylujicimi ¢asticemi. Stejné tak bylo nutné namérit spek-
troskopické vlastnosti rozptylujici ¢asti vzorku (bunék kvasnic) predevsim s ohledem
na koncentraci, ktera ovliviiuje mnohonasobny rozptyl. Koncentrace obou latek navic
musela byt takova, aby absorbance vzorku byla pod tfemi absorpénimi jednotkami -
maximalni citlivosti spektrometru.

Jak bylo napsano diive, absorpcni spektrum barviva je slozeno za dvou ¢ésti (al-
kalické a acidické dle vztahu 1.3), oznacme ho jako Age(A). Je ovlivnéno piidanim
rozptylujicich center do vzorku (mapf. kvasnice nebo separon), jejich absorbanci
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oznacme jako A;oupty1(A). Dohromady tato dvé spektra daji spektrum vysledné, které
meérime, oznaéme ho jako A(A). Pii nizkych koncentracich rozptylujicich center plati,
ze Arompty1(A) je imeérnd koncentraci rozptylovych center a celkova absorbance vzorku
A()) je déna souctem absorbance rozptylujici ¢asti vzorku a absorbujici ¢asti vzorku:

A(XN) = Aroupty1(A) + Apce (). (5.1)

Tento vztah vsak neplati pro vyssi koncentrace rozptylujicich ¢astic a vliv rozptylu na
spektra je komplexni. Nedochazi tak pouze ke zvyseni hodnot absorbance v dusledku
rozptylu, ale také k celkovému zplosténi absorpéniho spektra.

Dalsi postup pro ziskani pH z naméteného spektra tedy spociva v odecteni roz-
ptylové slozky spektra (Ayozpty1(A)) od celkového spektra A(A) a nalezeni funkce, kterd
jednoznacné prirad{ spektru Ageg(A) hodnotu pH. Za timto tcelem zavedme parametr
R, ktery vypocteme z naméfeného spektra, a ten bude proménnou funkce pH(R).

Vypocet parametru R ze spektra Ape(A) lze provést mnoha zpusoby, napf.
rozlozenim kombinovaného spektra do jednotlivych slozek (rozptylujici ¢dst, alkalicka
¢ast BCG a acidickd ¢ast BCG) a z nich pak urc¢it R (kombinaci rovnic 5.1 a 1.3, vice v
[3]) nebo vypoctenim plochy pod kiivkou spektra, kterd se méni s pH. Druhy zpusob
je pouzit v této praci.

Vypocet parametru R

V této préci je tedy parametr R vypocten z plochy pod kiivkou daného absorpéniho
spektra barviva. Pro tento parametr jsou dulezité nasledujici predpoklady: nezavislost
na koncentraci barviva ve vzorku a jednoznacné pfitazeni R (resp. pH ) danému spektru.

Prvni predpoklad je splnén pii pouziti normovanych spekter a nizkych koncentracich
BCG ve vzorku (do 1uM koncentrace roztoku BCG, jak je uréeno na strané 58). Druhy
predpoklad pro takto zavedeny parametr je také splnén, podrobnosti na strané 60.

Spektra barviva je tedy nutné normovat a to na absorbanci na vlnové délce isobe-
stickému bodu (viz déle) kvuli nezavislosti jejich prubéhu na koncentraci (v piipadé
BCG se jednd o A = 512nm). Integraci normovaného spektra pak ziskame parametr R.
Integrac¢ni meze byly zvoleny v rozsahu vlnovych délek A = 400nm az A = 750 nm. Na
vlnové délce A = 400 nm je totiz vedlejsi maximum alkalické slozky BCG a na vinové
délce A = 750nm jiz barvivo neabsorbuje, coz je vyznamné pii zpracovani kombino-
vanych spekter. Vypocet R tedy:

R= [ Ass(N). (5.2)

400

kde Agcg(A) je absorpéni spektrum samotného barviva normované na absorbanci na
vinové délce A = 512nm.
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Obrazek 5.1: Strukturni vzorec pH indikdtoru bromocresol purple (BCP).

5.1 Volba barviva a jeho citlivost na pH

Volbu pH citlivé latky je nutné provést predevsim s ohledem na rozsah pH, pro ktery
lze spektroskopicky detekovat zmeény v absorpci. V této praci byly na doporuceni
Karla Siglera. ovéreny vlastnosti dvou pH indikatoru a to Bromocresol purple - BCP a
Bromocresol green - BCG, vzhledem k jejich vlastnostem: nepronikaji pres cytoplasma-
tickou membranu kvasinek a nejsou adsorbovéany jejich povrchem (v ptipadé BCG byla
tato vlastnost ovéfena experimentalné, viz strana 59).

Charakteristicka absorpéni spektra téchto dvou latek v zavislosti na pH roztoku
jsou na obrazcich 5.2 a 5.5.

5.1.1 Bromocresol purple

Tato latka ma chemicky vzorec Co1HigBrs05S a vaha jednoho molu této latky cini
540.223 g. Strukturni vzorec molekuly je na obrazku 5.1.

Na obrazku 5.2 jsou vynesena absorpcni spektra roztoku BCP pii ruznych pH. Z
grafu je zrejmé, ze spektrum BCP ma dvé hlavni maxima na vlnovych délkich A\ =
431nm a A = 588 nm odpovidajici absorpci acidické a alkalické formy této latky (dle
rovnice 1.3).

pH roztoku bylo upravovano pomoci 0.1 M NaOH a HC1. Namérena spektra nejsou
korigovand na zmény koncentrace zasobniho roztoku, z tohoto duvodu se ktivky ne-
protinaji v jediném bodé - isobestickém.

Absorpéni spektra tzv. ,,¢istych“ forem (¢ili pouze alkalické a pouze acidické slozky)
této latky nebyla namétena.

K uréeni vhodnosti barviva BCP pro pouziti pti metodé AP-testu bylo nutné kvan-
tifikovat jeho spektrédlni citlivost pfi zménach pH. Za timto ucelem je z obrazku 5.2
vynesena zavislost absorpénich maxim A = 431nm a A = 588 nm na hodnoté pH,
prubéh této zavislosti je na obrazku 5.3. Z téchto grafu lze urcit, Ze zména maxim ab-
sorbance pii zméné pH v rozsahu 3.5 — 5.0 ¢inf cca 8 % resp. 19 %. Zminovany rozsah
pH je vyznamny pii metodé AP-testu (pfesnéji pH = 3.6 — 5.3). Vzhledem k tomu,
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Obrazek 5.2: Zavislost absorbance roztoku BCP v destilované vodé na pH (nekorigované
spektrum).

ze zmény hodnot absorpénich maxim jsou v tomto rozsahu relativné malé, tato latka
neni vhodna pro bezkontaktni méreni zmén pH pii metodé AP-testu.
Analogickou analyzu jsme provedli pro barvivo BCG.

5.1.2 Bromocresol green

Tento pH indikator m& chemicky vzorec Co1H14Brs05S a vaha jednoho molu této latky
¢ini 698.02 g. Strukturni vzorec molekuly je na obrazku 5.4.

Stejné jako v pripadé barviva BCP byla naméiena zavislost absorpcniho spektra
roztoku BCG pii zménach pH (viz obrézek 5.5). K tomuto méteni byl pfipraven roztok
o slozeni 50 ml pufru (citrét-fosfatovy) + 150 ul BCG, jednalo se tedy o 0.43 uM roztok
(0.003 % koncentrace, ta byla zvolena na zdkladé promérenych zavislosti viz stranka
57). pH bylo upravovano pomoci 0.1 M roztoku NaCl a HC1. Celkové mnozstvi pridané
kyseliny resp. zdsady bylo miniméln{ (relativni zména koncentrace BCG v roztoku v
radu procent) a tudiz nebylo nutné spektra korigovat.

V naméfenych spektrech (viz obrdzek 5.5) lze rozlisit dvé hlavni maxima na vl-
novych délkach A = 450nm a A\ = 620 nm, z nichz kazdé patii jedné ze dvou slozek
tohoto barviva: acidické, ktera ma maximum na vlnové délce A = 450 nm, a alkalické,
kterd ma maximum na vinové délce A = 620 nm. Kazda absorpéni kiivka se sklada z
téchto dvou casti.
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Obrazek 5.3: Zavislost absorbance absorpénich maxim (431 nm a 588 nm) barviva BCP
na pH.

Tzv. spektra ,cistych“ forem této latky (Cili pouze acidické a alkalické slozky) lze
namérit pii krajnich hodnotach pH v ¢isté kyseliné nebo zasadé a jsou vynesena spolu
s ostatnimi spektry do obrazku 5.5.

Na vlnové délce A = 400nm je pak zietelné dalsi maximum, které je vedlejsim
maximem alkalické slozky této latky. Jeho intenzita je i pro pH = 12 (pii tomto pH se
BCG vyskytuje pouze v alkalické formé, viz obrazek 5.5 nebo 5.7) vuci hlavnimu maximu
o fad mensi a pro nase tcely ma druhotrady vyznam.

Spektra na obrazku 5.5 se setkavaji v jediném misté, které se nazyva isobesticky
bod. Ten je charakteristicky tim, Ze na vinové délce odpovidajici tomuto bodu (v nasem
piipadé A = 512nm) je absorbance obou forem barviva BCG stejné intenzivni a tudiz
je hodnota absorbance v tomto bodé nezavisla na hodnoté pH.

Informaci o tom, zda je tato pH-senzitivni latka vhodna pro méfeni zmén pH =z
pohledu AP-testu (charakteristické zmény pH pii testu ¢ini 3.6 — 5.3) ziskdme vyne-
senim hodnot absorbance maxim (A = 450nm a A\ = 620nm) v zdvislosti na pH. Tak
je ucinéno na obrazku 5.6. Pro kontrolu je v tomto grafu vynesena absorbance isobes-
tického bodu (A = 512 nm), ktera by se teoreticky neméla pii zméné pH roztoku ménit,
¢emuz hodnoty odpovidaji. Zmény absorbanci obou hlavnich maxim pii zménach pH v
rozsahu 3.6 — 5.3 ¢inf cca 79 % a 92 %. Tyto zmeény v absorpénim spektrum ¢ini zmeény
pH detekovatelnymi a barvivo Bromocresol green vhodnym pro dalsi pouziti.

Dalsi informaci, kterou muzeme ziskat z obrazku 5.6 je hodnota pK,. Po pridani
barviva do vodného roztoku dojde k jeho disociaci a vyskytuje se tak ve dvou forméch,
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Obrazek 5.4: Strukturni vzorec pH indikdtoru bromocresol green (BCG).

acidické a alkalické, které lze spektroskopicky odlisit (viz rovnice 1.3). Rovnovazné
zastoupeni téchto dvou slozek v roztoku nastava pii urcitém pH, které se znaci pK, a
nazyva se disociacni konstanta [5]. Hodnotu pK, ziskdme z inflexe kiivek absorpénich
maxim na obrazku 5.6 a ¢ni pK, = 4.33 & 0.03!. Tato hodnota se li§{ oproti hodnoté
uvadéné v literatute, pK, = 4.7.

5.1.3 Koncentrac¢ni citlivost barviva

V ptedchozich odstavcich jsme provedli analyzu spekter BCG, nyni jesté zbyva promérit,
jak koncentrace tohoto barviva v roztoku ovliviiuje hodnotu absorbance, neboli do jaké
miry je zavislost absorpce linearni s koncentraci dle vyjadieni Lambertova-Beerova
zakona z rovnice 1.6: A = egcl.

Meérime-li kombinované spektrum obsahujici absorbujici latku - barvivo a rozpty-
lujici slozku - kvasnice (viz napt. obrazek 5.11), je snahou pouzit takovou koncentraci
barviva aby bylo ve spektru rozlisitelné a tudiz aby z néj bylo mozné urcit pH vzorku.
Pti vysokych koncentracich barviva vsak prestava platit charakteristika Lambertova-
Beerova zakona nebo se muzeme ptiblizit na hranici absorbance rozlisitelné pouzitym
spektrometrem (t7i jednotky absorbance v ptipadé naseho spektrometru). Je tedy nutné
znat maximélni pouzitelnou hodnotu koncentrace barviva v roztoku.

Za tucelem jejitho zjisténi jsme promérili zavislost absorbance na koncentraci
pouzitého barviva BCG v roztoku pufru pii konstantnim pH = 3.64 (viz obrézek 5.7A)
a pii pH = 12.0 (viz obrazek 5.7C). Hodnota pH = 3.64 je minimalni hodnotou, kterou
dosahnou kvasinky acidifikaci pti AP-testu. Pii hodnoté pH = 12.0 se barvivo BCG v
roztoku vyskytuje pouze v alkalické formé a tudiz se ve spektru projevi pouze hlavni
maximum na vinové délce A = 620 nm a vedlejsi maximum na vlnové délce A = 400 nm.

Pro méreni koncentracni zavislosti pti pH = 3.64 byl ptipraven roztok o 50 ml pufru
(citrat-fosfatovy) + 20 pl HC1 (0.1 M roztok) a postupné do néj bylo pfiddvéno BCG po
50 pl davkéch.

'Hodnota byla uréena prolozenim kiivky sigmoidaln{ zdvislosti v programu gnuplot.

57



absorbance

350 400 450 500 550 600 650 700
A [nm]

Obrazek 5.5: Zavislost absorbance 0.43 uM roztoku BCG na pH v citrat-fosfatovém
pufru. Na obrazku jsou také absorpcni kiivky tzv. ,¢istych® forem barviva v samotné
kyseliné (pH = 0.2) a zdsadé (pH = 12) a byly naméteny na 0.57 uM roztoku. Maji
témeér shodny prubéh jako krivky odpovidajici pH = 3.3 a pH = 6.2, proto nebyly pro
prehlednost obrazku korigovany na koncentraci.

Ve druhém ptipadé byl pripraven roztok 50 ml NaOH o pH = 12.0 a do néj pridavano
BCG. V obou piipadech bylo BCG davkovano do dosazeni hodnoty maxima absorbance
2.5 absorpénich jednotek, kdy se blizi hranice detekovatelnosti pouzitého spektrometru.

Z naméfenych hodnot byly dale vyneseny zavislosti absorpénich maxim (na vl-
nové délce A = 450nm resp. A = 620nm) na koncentraci barviva BCG, viz obrazky
5.7B a 5.7D. Ze zavislosti vynesenych dat vyplyva, ze zavislost absorpéniho maxima
A = 450nm resp. A = 620 nm lze povazovat za linedrni az do cca 2.5 absorpc¢nich jed-
notek, coz odpovidé koncentraci cca 1.4 M.

Zavislost parametru R na koncentraci BCG

Neméné dulezita je zavislost (pFesnéji Fec¢eno nezavislost) parametru R (viz rovnice
5.2), dulezitého pro vypocteni pH z naméteného spektra, na koncentraci barviva ve
vzorku. Tato zavislost byla naméfena a z vyslednych hodnot vyplyva, ze parametr R
lze povazovat nezavislym na mnozstvi BCG ve vzorku do koncentrace cca 1uM, pfi
vyssich koncentracich klesa hodnota R o 6% a vice. Jinymi slovy, uréeni hodnoty pH
z nameéreného spektra barviva je nezavislé na jeho koncentraci pti pouziti maximalné
1 uM roztoku, coz bylo vzdy splnéno. Data nejsou publikovana.
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Obrazek 5.6: Zavislost absorbance zateni o vlnovych délkach 450 nm, 512nm a 620 nm
v 0.43 uM roztoku barviva BCG na pH.

Tabulka 5.1: Absorbance roztoku BCG pfed a po 6 hodinovém michéani se vzorkem kvas-
nic.

A ‘ pred ‘ po
512 ] 0.389 | 0.385

5.1.4 Interakce BCG s kvasnicemi

Barvivo BCG bylo zvoleno s ohledem na své vlastnosti. Je vyznamné spektralné citlivé
v oblasti pH = 3.6 — 5.3 a neinteraguje s bunkami kvasnic. Prvni vlastnost jsme expe-
rimentalné ovérili (viz predchozi odstavce), druhou vlastnost jsme ovérili nasledujicim
pokusem.

Bylo naméfeno absorpéni spektrum roztoku BCG v pufru (20ml 0.5M citrat-
fosfatovy). Poté byly do tohoto vzorku pridany kvasnice (0.3 g, kvasnice ptipraveny dle
optimalizovaného postupu na strané 39) a vzorek michan po 6 h, nasledovalo odstfedéni
na 3000 ot/min po dobu 20 min a naméfeni dalsiho spektra supernatantu.

7 vyslednych hodnot v tabulce 5.1 je vidét, ze pokles absorbance na vlnové délce
A = 512nm (hodnota isobestického bodu BCG) ¢ini po Sesti hodindch michani 1%,
coz je zanedbatelnd zména. Muzeme tedy predpokldadat, ze barvivo BCG neinteraguje s
bunkami.
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Obrazek 5.7: Charakterizace spekter roztoku BCG pti ruznych koncentracich a hod-
notach pH. Obrazek A: zavislost absorbance roztoku BCG o ruznych koncentracich pti
konstantnim pH = 3.64. Obrazek B: z obrazku A vynesena zavislost absorbance na
vlnové délce 450 nm na koncentraci roztoku. Obréazek C: zavislost absorbance roztoku
BCG o ruznych koncentracich pfi konstantnim pH = 12.0. Obrazek D: z obrazku C
vynesend zavislost absorbance na vlnové délce 620 nm na koncentraci roztoku.

5.1.5 Vypocet pH ze spektra BCG

Jak jiz bylo fe¢eno diive, z kazdého absorpcniho spektra muzeme vypocist hodnotu
parametru R (dle rovnice 5.2), tato hodnota (za dodrzeni predpokladu nizkych kon-
centraci) je nezavisld na koncentraci barviva a zavisi pouze na pH roztoku.

Dilezitym krokem nyni je nalézt kalibraéni kiivku zavislosti pH(R) a na jejim
zakladé poté pridélit namérenému spektru vzorku spravné pH. Za timto tcelem byly
vyneseny hodnoty koeficientu R jednotlivych spekter z obrazku 5.5 v zavislosti na
pH nameéfeném klasickou elektrodou, viz obrazek 5.8. Tyto hodnoty byly prolozeny
teoretickou zavislosti parametru pH(R) ve tvaru:

pH(R)=a+b-In (CR_——ZEJ (5.3)

Zvoleny tvar zavislosti vychéazi z disocia¢ni rovnice.
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Obrazek 5.8: Zavislost parametru R vypocteného z absorpénich spekter roztoku BCG
pii ruznych pH z obrazku 5.5

Vysledné parametry prolozeni kiivky a jejich chybami jsou:

parametr hodnota relativni chyba
a 4.334 +0.021 0.5%
b 0.315 £ 0.007 2.3%
c 293.6 £2.3 0.8%
d 629.6 £ 0.1 0.02%
X2 0.003

Nyni jsme tedy schopni na zakladé funkce 5.3 urcit pH libovolného roztoku BCG
na z jeho absorpéniho spektra. To bylo také provedeno na vzorcich obsahujicich nejen
barvivo, ale i rozptylujici slozku.

Zaveéry
Pro bezkontaktni méteni pH bylo vylouc¢eno barvivo BCP a zvoleno barvivo BCG, které
dobie spektralné reaguje na zmény pH v pozadované oblasti vyznamné pro metodu
AP-testu (pH = 3.6 — 5.3). Byla naméfena zavislost hodnot absorbance v hlavnich
maximech a hodnot parametru R na zménach koncentrace barviva BCG za 1icelem nale-
zeni oblasti platnosti predpokladu rovnice 5.1. Odtud vyvozend maximalni pouzitelnd
koncentrace pro méteni spekter, ktera ¢ini 1 uM.

Byla parametrizovana kalibracni kiivka pritazujici hodnotu pH parametru R
uréenému z absorpéniho spektra BCG (viz rovnice 5.3 a 5.2). Dale bylo ovéfeno,
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ze barvivo neinteraguje s bunkami kvasnic a byly vypocteny parametry teoretické
zavislosti pH (R).

Na zakladé zminénych vysledku bylo BCG pridavano do vzorku obsahujicich rozpty-
lovou slozku, viz dalsi odstavce.

5.2 Kombinovana spektra

Pojmem kombinovana spektra jsou v této praci myslena absorpéni spektra vzorku, jez
obsahuji silné absorbujici (v nasem piipadé pH-citlivé barvivo BCG) a silné rozpty-
lujici slozku, zejména v podobé suspenze kvasnic nebo separonu. Jelikoz pii méreni
takovéhoto vzorku dochazi v dusledku rozptylu ke zkresleni absorpéniho spektra bar-
viva, jehoz prubéh je dulezity pro urceni pH vzorku, bylo nasi snahou rozptylovou c¢ést
ze spektra odecist.

V pripadé pouziti kvasni¢né suspenze jako vzorku dochézi pii méteni spekter k
dalsim komplikacim: mnohonasobny rozptyl zpusobujici nelinearitu zavislosti absor-
bance na koncentraci a spontanni zmény pH vzorku zpusobené aktivitou kvasnic. Ex-
periment sméfujici k nalezeni vhodné koncentrace kvasniéné suspenze je zpracovan
dale.

Kvasnice jakoZto 7ivé buniky pfirozené reaguji na vnéjsi prostied{ at uz v ném jsou
ziviny nebo ne (viz Teorie). Tato reakce se projevi zménami pH media. Zmény pH jsou
vsak nezadouci ve chvili, kdy mame ovérit kalibraci pritazeni pH namérenému spektru.
7 toho duvodu jsme hledali moznosti, jak zastavit acidifikaci kvasnic ve vzorku, k tomu
se nabizi inhibitory metabolismu pouzité v kapitole Vyuziti AP-testu (viz stranka 48).
Pozadavkum zastaveni acidifikace dobte odpovida napf. glukosamin, ktery inhibuje
fosforylaci glukosy. K uplatnéni inhibitoru k tomuto uc¢elu nakonec z ¢asovych duvodu
nedoslo.

Dalsi moznosti jak ovérit kalibraci na vzorku s rozptylujici slozkou je pouziti ¢astic
majicich stejné (nebo podobné) spektralni vlastnosti jako kvasnice a pfitom by neo-
vliviiovaly pH béhem méteni. Jako vhodné se ukazuji ¢astice separonu.

Postup vypoctu pH z kombinovaného spektra

Nez-li se pustime do charakterizace céstic separonu, shriime ve stru¢nosti postup, jimz
z naméreného kombinovaného spektra ziskdme informaci o hodnoté pH vzorku.

e 7 naméteného kombinovaného spektra (A(\)) odecteme ¢ést patiici rozptylové
slozce (Aronpty1(A)). Ziskdme ¢ést spektra patiici samotnému BCG (Ageg(A)).

e Spektrum BCG (Agg(A)) normujeme na hodnotu absorbance na vinové délce iso-
bestického bodu A = 512nm.

e 7 normovaného spektra BCG (Age(N)) vypocteme R dle rovnice 5.2.

e Parametru R prifadime hodnotu pH dle kalibrace.
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Obrazek 5.9: Kombinovana spektra (0.14 uM roztok BCG + 0.5 g separonu - 10 um) v
zavislosti na pH vzorku.

5.2.1 Separon

Jako rozptylova centra pro modelovy rozptyl na kvasnicich byly pouzity castice sepa-
ronu (Separon SI VSK). Jednd se o hydrofilni silikagel, ktery je tvofen ¢asticemi Si0s
o pruméru 10 gm. Tento materidl se pouziva jako plnidlo do HPLC (High Performance
Liquid Chromatography) kolon a vykazuje kulovity tvar s tzkou distribuci velikosti
¢éstic, proto je vhodny pro modelovéni tvaru a velikosti bunék kvasnic (charakteris-
ticka velikost bunék Saccharomyces cerevisiae ¢ini 5 — 10 um). Céstice separonu jsou
navic nezivé a nemeéni spontanné pH vzorku.

Charakteristické absorpcni spektrum separonu je zachyceno na obrazku 5.9.
Nameétend absorbance klesa s rostouci vlnovou délkou a neobsahuje zadné maximum.
Pti méfeni vzorku obsahujicich BCG a separon jsme vzdy namérili i spektrum separonu
samotného, které bylo odecitano od celkového kombinovaného spektra.

Kombinovand spektra se separonem pfi ruznych hodnotach pH jsou zachycena na
obrézku 5.9. Zasobni roztok obsahoval 80 ml Hy0, 0.5 g separonu (10 um) a 60 ul BCG
(0.14 uM roztok BCG). pH vzorku bylo ladéno pomoci 1.5M roztoku HCL, celkové
mnozstvi pridané kyseliny bylo cca 200 ul, coz zpusobilo zanedbatelné zmény koncent-
race roztoku BCG (v fadu procent) a spektra tak neni nutné korigovat.

Zmény pH vzorku se pohybuji v rozmezi 4.8 — 3.5 (pH = 3.5 je dolni mez pH
dosazitelnd kvasnicemi acidifikaci). Obrazek 5.9 také obsahuje spektrum samotného
separonu (bez BCG), které jasné ukazuje, o kolik je posunuto spektrum BCG (linea-
rita plati pfi nizkych koncentracich). Barvivo samotné na vinové délce A\ = 750 nm
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Tabulka 5.2: Teoretické hodnoty pH vypoctené na zakladé namérenych kombinovanych
spekter (se separonem) a namérené hodnoty pH ziskané klasickou elektrodou.

R theor pH
079.4 | 4.88 |4.80
967.6 | 4.80 | 4.70
5524 | 4.71 | 4.50
935.5 | 4.63 | 4.40
518.2 | 4.55 | 4.33
015.2 | 4.54 |4.30
497.1 | 4.47 | 4.28
410.9 | 4.14 | 4.00
391.8 | 4.06 | 3.85
367.2 | 3.93 |3.72
3574 | 3.88 | 3.63
342.2 | 3.77 | 3.56
331.6 | 3.69 | 3.50

jiz neabsorbuje a tudiz hodnota absorbance v tomto bodé odpovida absorbanci ¢isté
separonu. Diky tomu jsme schopni ze spektra odecist rozptylujici slozku (separon) a
ziskat spektrum samotného BCG. Takto ziskané spektrum poté normujeme na hodnotu
absorbance na vlnové délce A = 512nm (nezavislost na koncentraci) a vypoc¢teme hod-
notu parametru R dle rovnice 5.2. Z parametru R pak vypocteme pH dle rovnice 5.3
a vysledky porovname s namérenym pH. Vysledné vypoctené hodnoty pH vcetné pa-
rametru R a kontrolni hodnoty pH namérené klasickou pH elektrodou jsou v tabulce
5.2.

Z tabulky 5.2 je vidét, ze vypoctené a namérené hodnoty se kolem pH = 3.60 lisi
az 0 8 %. Relativni chyba vypoctené hodnoty pH z kalibrace je kolem 2.5 % a relativni
chyba urceni pH klasickou elektrodou je kolem 1.5%. Tyto chyby vsak nekompenzuji
rozdil mezi obéma hodnotami.

Jak je vidét z grafického vyneseni hodnot pH nameéfenych elektrodou a teoretickych
hodnot na obrazku 5.12 (kiivka S1), naméfené hodnoty jsou vuci tém teoretickym pouze
vertikalné posunuty, prubéhy obou zavislosti se vsak shoduji. Tento jev byl pozorovan
i v dalsich pripadech a je diskutovan dale.

5.2.2 Kwvasnice

Jednim z cilu této prace bylo ovérit moznosti bezkontaktniho métfeni pH na vzorcich
kvasni¢nych suspenzi, ¢ehoz by bylo mozné vyuzit pii metodé AP-testu. Za timto
ucelem bylo nutné charakterizovat spektra kvasnic.

Pti méreni optimalizovanou metodou AP-testu pomoci kontaktniho méreni pH elek-
trodou byla pouzita koncentrace kvasnic 1.5g/15ml. Uziti této koncentrace prinasi
nékteré vyhody, napi. vysledek testu tak nebyl ovlivnén ptresnosti navazeni kvasnic
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Obrazek 5.10: Zavislost absorbance roztoku kvasnic o tfech ruznych koncentracich,
véetné normovanych spekter na absorbanci na A = 750 nm.

(viz stranka 37). Pii bezkontaktnim méteni pH je vsak pouziti takto vysoké koncent-
race kvasnic nezddouci kvili vysoké absorbanci vzorku, nic ndm vsak nebrani v pouziti
nizsi graméaze kvasnic, je ale nutné dbat na presnost odvazeni kvuli principidlnimu
srovnani vysledku ruznych testu. Dalsi nevyhodou pak je, ze acidifikace bunék bude
pomalejsi a délka testu se tak prodlouzi.

Jak jiz bylo naznaceno vyse, z naméreného kombinovaného spektra vzorku je nutné
odecist rozptylovou slozku, v tomto piipadé spektrum kvasnic. Proto jsme namérili
spektra roztoku kvasnic pti ruznych koncentracich. Vysledné prubéhy absorbance jsou
zachyceny na obrazku 5.10.

Slozeni méreného roztoku bylo: 0.15g kvasnic na 15ml, 20ml a 25ml pufru. Z
obrazku 5.10 je vidét, ze maximum absorbance je pod 2 absorpcni jednotky, coz je v
linedrni oblasti pouzitého spektrometru, navic je tfeba pocitat s pridanim pH citlivého
barviva, které také absorbuje. Spektrum nemé zaddné maximum, se zvysujici se vlnovou
délkou se snizuje hodnota absorbance.

Po normovéni téchto spekter (viz obrézek 5.10) na absorbanci na vlnové délce
A = 750nm je vidét, ze namérend spektra se shoduji témér v celém méfeném roz-
sahu vlnovych délek, cili se neprojevuje vliv mnohonasobného rozptylu, ke kterému
vsak pri téchto koncentracich jiz dochazi. Tato shoda normovanych spekter kvasnic pfi
vyssich koncentracich obecné nemusi platit. V zadném z dalsich méteni ale nebyla vyssi
koncentrace pouzita. Odecteni slozky spektra odpovidajici rozptylu na kvasnicich by
tedy nemélo vyrazné zménit tvar absorpéniho spektra BCG.
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Obrézek 5.11: Kombinované spektrum (kvasnice + BCG) a jeho postupné zmény pii
separaci spektralni slozky patiici barvivu.

Normovana spektra se rozchézi na kratkych vinovych délkach pod A = 470 nm. Pi
hodnoté A = 470 nm byl zpozorovan skok i v jinych naméfenych spektrech nezavisle
na druhu vzorku. Proto tuto diskontinuitu pripisujeme vlastnostem spektrometru,
pravdépodobné chybné zatazovani filtru.

Pouzita vinova délka pro normovani (A = 750nm) byla zvolena zdmérné, na této
vlnové délce totiz barvivo BCG neabsorbuje, ¢ehoz lze vyuzit pii zpracovani kombino-
vanych spekter.

Pro dalsi méreni je tedy vhodné pouzit koncentraci kvasnic do 0.15g na 15ml
pufru. Tato relativné nizka gramdaz (10X nizsi nez pii optimalizované metodé AP-testu)
muze byt obtiznd k navazeni (vlastni zkusenost). Tato nevyhoda je vsak kompenzovéna
moznosti pouzit k méfeni vice vzorku (paralelni méfeni) touto metodou.

Jak jiz bylo Teteno urceni pH z naméfeného kombinovaného spektra vzorku ob-
sahujiciho kvasnice a BCG spociva v izolovani ¢asti spektra pattici barvivu. Podrobny
popis tohoto postupu si ukazeme na nasledujicim experimentu.

Na obrazku 5.11 je spektrum vzorku obsahujiciho 0.04g kvasnic v 15ml pufru
s pridanymi 30 ul BCG, 0.29 uM roztok (viz kiivka s popisem ,kvasnice + BCG*).
Tato hmotnostni koncentrace kvasnic ve vzorku (cca 0.3%) je na trovni koncent-
race zakvasné davky pouzivané v pivovarech. I pii této relativné nizké hustoté vzorku
vSak dochazi k mnohonasobnému rozptylu na bunkach. Pouziti nizsi davky kvasnic by
vSak nereflektovalo podminky pouzivané v pivovarech a navic by byl vysledek znacné
ovlivnén presnosti navazeni.
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Obrézek 5.12: Souhrnné vysledky namétenych hodnot pH (klasickou sondou) z
kombinovanych spekter vuci kalibraéni kiivee (teoretické hodnoty). Vzorek Kj:
kvasnice/BCG/pufr 0.04g/30 ul/15ml (viz méfeni na obrdazku 5.11); vzorek Ko:
0.1g/60 pl/20 ml; vzorek Sy: separon/BCG/pufr 0.5g/60 pl1/80ml (viz méfeni z obrazku
5.9); vzorek Sy: 0.1g/60 l/20 ml.

Spektrum na obrazku 5.11 obsahuje ¢ast patiici barvivu a cast pattici kvasnicim
(dle rovnice 5.1). Odectenim spektra samotnych kvasnic (viz kiivka , kvasnice ) ziskame
spektrum samotného BCG (viz kiivka ,BCG®), to je pak nutné normovat na hodnotu
absorbance na vlnové délce A = 512nm (viz kiivka ,BCG512nm ) a vypocist parametr
R z plochy pod kiivkou (dle rovnice 5.2). Z néj podle kalibrace (rovnice 5.3) uréime
pH vzorku. Timto postupem byla z namétenych dat vypoctena teoretickd hodnota pH
vzorku pH = 4.73, kontrolné naméiend hodnota klasickou elektrodou ¢inila pH = 4.6,
coz ¢ini rozdil 2.9 %.

Neptresnost ve vypoctené hodnoté pH se projevila i pii sérii dalsich méreni pii
ruznych koncentracich kvasnic a barviva. Vysledky dalsich méfeni jsou vyneseny spolu
s kalibracni kiivkou na obrazku 5.12. Jak je z obrazku vidét vypoctené hodnoty pH z
kombinovanych spekter, at uz s kvasnicemi nebo separonem, se neshoduji ani v ramci
chyby, kterd v piipadé teoretickych hodnot ¢ini cca 2.5% a v pripadé naméienych
hodnot (klasickd elektrochemicka sonda) cca 1.5 %.

Zavéry kapitoly

Bylo vybrano barvivo BCG, jez ma vhodnou spektralni citlivost v rozsahu zmén pH
vyznamném pii metodé AP-testu (pH = 3.6 — 5.3). Byla naméfena jeho spektralni

67



charakteristika, experimentalné ovéren rozsah koncentraci, pii kterych je absorbance
zavisla linedarné na koncentraci a zaroven parametr R nezavisly na koncentraci. Jeji
maximalni hodnota ¢ini 1 uM roztok (0.007 %).

Déle byl zaveden parametr R, navrzen jeho vypocet a parametrizovana zavislost
pH(R) na zdkladé spekter roztoku samotného barviva (v zavislosti na pH) z obrdzku
5.5. Hodnota statistické veliciny x2 zvolené teoretické zéavislosti (pH (R)) éinf 0.003, coz
ukazuje na velmi dobte zvoleny tvar modelové funkce. I pres tuto teoretickou shodu se
pii overovani metody vyskytly neshodujici vysledky.

Byla naméfena kombinovand spektra se separonem, ktery je rozméry a tvarem
podobny bunkam kvasnic. Vypoctené hodnoty pH uvedené v tabulce 5.2 se lisi od
namétenych (pii pH = 3.60) az o 8 %. Podobnych nepfesnosti dosahuji i vysledky
dosazené mérenim kombinovanych spekter s kvasnicemi. Vysledky téchto méreni jsou
souhrnné uvedeny na obrazku 5.12.

Metoda je pravdépodobné zatizena systematickou chybou, jejiz pfi¢in muze byt
hned nékolik. Ziejmé se projevuje vliv mnohondsobného rozptylu na spektra a to i pri
pouziti fadové ruznych koncentraci rozptylové slozky vzorku - kvasnice nebo separon,
viz vysledky meéreni na obrazku 5.12.

Dalsim faktorem ovliviiujicim neptfesnost metody je zkresleni spektra pii nizkych
vinovych délkéch zpusobené vlastnostmi spektrometru (cca pii vinové délce A = 450 nm
améneé). Znacny vliv ma také zavislost pK, konstanty barviva na iontové sile (viz [16]) a
zpusob vypoctu parametru R. Pfi ndmi zvoleném postupu je sice minimalizovana chyba
zpusobena celkovym zplosténim spekter po pridani rozptylové slozky diky normalizaci
spekter na hodnotu absorbance na vlnové délce A = 512nm. Ale deformaci spekter
zpusobené ruznym vlivem rozptylové slozky (na spektrum barviva) pii kratkych a
dlouhych vlnovych délkach zabranéno neni.

Ke kumulaci dalsich chyb dochdzi pfi normovani spekter (BCG na vinové délce
A = 512nm a separonu resp. kvasnic na A = 750 nm) kde se promita chyba naméfené
hodnoty absorbance na ptislusnych vlnovych délkéch.
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Zaver

V predlozené préci se podafilo (v navaznosti na predchozi ¢lanky [13] a [2]) optima-
lizovat metodu AP-testu pro prumyslové vyznamné pivovarské kvasinky. Navrzenym
postupem pripravy vzorku a métreni je dosazeno maximalni hodnoty AP, ktera odpovida
potencialni vitalité kvasnic, a reprodukovatelnosti testu s presnosti do 3 %.

Skladovani kvasnic mezi odbérem a vlastnim méfenim by mélo probihat v lednici
pod pivem pii teploté 0 — 2 °C a nemélo by presahnout maximalni dobu deseti dnt. Po
dobé delsi bunky ztraci vitalitu.

Navrzeny optimalni metodicky postup pri provadéni AP-testu je nasledujici:

Zasobni roztok s kvasnicemi roztfepeme (kvili homogenizaci) a odebereme z néj
,dostatecné* mnozstvi (cca 5ml) koncentrované suspenze.

Vzorek krétce odstfedime, cca 1000 ot /min po dobu 60s (cca 145 X g), a dekan-
tujeme pivo.

Promyjeme destilovanou vodou (cca 15ml) o teploté cca 25°C.
Promyvéni (véetné kratkého odstiedéni) opakujeme, provedeme celkem tiikrat.

Po tfetim promyti ndsleduje prudké odstiedéni, cca 3000ot/min po 10min
(1300 x g), sliti supernatantu.

Odvéazime (1.5 £ 0.1) g ¢isté vahy kvasnic.

Pridame 15ml destilované vody do vzorku, spustime méreni ¢asu a vzorek roz-
trepeme.

Méfeni probihd za stdalého michani (200 ot/min, musi zabranit flokulaci) a pii
stabilni teploté 25.0 +£0.1°C.

V desaté minuté pridame 1.5 ml glukosy (50 % roztok); konec¢na koncentrace glu-
kosy v mediu 4.55 % (hmotnost glukosy na objem vzorku).

Odecteme hodnoty pH v desaté a dvacaté minuteé.

Optimalizovany test byl nasledné pouzit na vzorcich z prumyslové praxe pii mérent
vitality kvasnic z vyroby piva v CKT. Bylo prokazano, ze bunky pfi opétovném nasa-
zovani ztraci svoji vitalitu.
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Pivovarské kmeny kvasnic jsou béhem procesu vyroby piva vystaveny mnoha stre-
sovym faktorum, napt. pfi moderni technologii HGB (high-gravity brewing) mohou byt
pii nasazeni do CKT s mladinou vysoké stupnovitosti ovlivnény vysokym osmotickym
tlakem. Navrzeny optimalizovany AP-test byl proto pouzit pii studiu vlivu osmotického
tlaku na vitalitu bunék.

Vysledky ukazaly, ze vystaveni bunék osmotickym zménam se projevi kratkodobym
poklesem vitality, zatimco pti fermentaci kvasnic v mediu s obsahem mladiny od-
povidajicim pivu o stupnovitosti 12°, ale osmotickym tlakem (simulovanym obsa-
hem sorbitolu) odpovidajicim pivu o stupnovitosti az 20° se pokles vitality dlouho-
dobé neprojevi. Mladina ma tedy ochranny vliv na pivovarské kvasnice a pomaha jim
prizpusobit se osmotickym zménam.

Dalsim vyuzitim optimalizovaného AP-testu bylo pii sérii prvotnich méreni stu-
dujicich vliv xenobiotickych latek, inhibujicich nékteré metabolické pochody, na prubéh
AP-testu. Potvrdilo se, ze prubéh a vysledky testu odrazi prubéh metabolismu.

V dalsi ¢éasti prace byly ovéfeny moznosti bezkontaktniho méteni pH, které by
bylo mozné vyuzit pti metodé AP-testu a jeho specifickych podminkach. Za timto
ucelem bylo vybrano vhodné barvivo (Bromocresol green) a provedena jeho spektralni
charakterizace. Na sérii absorpcnich spekter této latky pii ruznych hodnotach pH
byla vypoctena kalibrace, ktera parametru R pritazuje hodnotu pH. Navrzeny zpusob
vypoctu parametru R vychazi z integrace absorpéniho spektra BCG normovaného na
hodnotu absorbance na vlnové délce A = 512nm (isobesticky bod).

Navrzena kalibrace a zpusob vypoc¢tu pH byly pouzity na vzorcich obsahujicich roz-
ptylujici castice (kvasnice nebo separon). Na téchto vzorcich se nameéfené a vypoctené
hodnoty pH lisi az o 8 %.

Vysledky metody jsou zatizeny systematickou chybou, ktera je zpusobena nékolika
faktory a to zejména vlivem mnohonasobného rozptylu a zavislosti pK, konstanty bar-
viva na iontové sile roztoku. Dalsi ovlivnéni presnosti vysledku je zpusobeno pouzitym
spektrometrem, ktery zkresluje spektra pii nizkych vinovych délkach (pod A = 470 nm)
a zvolenym postupem vypoctu parametru R.

Pii navrzeném vypoctu je minimalizovana chyba zpusobena celkovym zplosténim
spekter po pridani rozptylujici slozky (kvasnice nebo separon) do vzorku oproti
puvodnim spektrum barviva samotného, na kterém byla provadéna kalibrace. Chyba
zpusobenda deformaci spektra barviva riznym vlivem rozptylujici slozky na dlouhych a
kratkych vlnovych délkach kompenzovana neni.

Navrzena metodika bezkontaktniho méreni pH prozatim neni pripravena pro pouziti
pii metodé AP-testu, ale muze slouzit pro hrubé rozliseni kvality kvasnic.

Odstranéni systematickych chyb metodiky a zvySeni presnosti by mélo umoznit jeji
vyuziti pfi méfeni metodou AP-testu a mohlo by byt naplni dalsi prace.
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