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5.2 Kombinovaná spektra . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 62
5.2.1 Separon . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 63
5.2.2 Kvasnice . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 64

Závěr 69
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Optimalizace byla použita k rozlǐseńı: poklesu vitality s počtem nasazeńı, vlivu osmo-
tického stresu a vlivu inhibitor̊u na sérii pr̊umyslově nasazených vzork̊u kvasnic.

V daľśı části je využito barvivo BCG k bezkontaktńımu fotometrickému měřeńı pH .
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pressure influence, inhibition of part of metabolism influence and repitching of vitality
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Úvod

Ćılem této diplomové práce je studium vitality kvasničné suspenze kombinovanými
elektrochemickými a fotometrickými metodami u vybraných pr̊umyslově významných
kmen̊u. Za t́ımto účelem byly shrnuty r̊uzné metody studia viability a vitality, jednou
z nichž je metoda AP-testu.

Jedná se o jednoduchou a nenákladnou metodu, založenou na měřeńı změn extrace-
lulárńıho pH , která přes svou relativńı nenáročnost může dobře sloužit k rozlǐseńı me-
tabolické kompetence r̊uzných vzork̊u kvasnic a předpovědi pr̊uběhu fermentace. Byla
navržena Miroslavou Opekarovou a Karlem Siglerem již na začátku osmdesátých let
[10] a [14]. AP-test se během následuj́ıch let stal hojně využ́ıvaným v potravinářském
pr̊umyslu, zejména pivovarnictv́ı. Zde byl doposud nejčastěji použ́ıván v provedeńı
podle Kary [7]. Laboratorńı praxe však v řadě př́ıpad̊u poukazovala na ne př́ılǐs dobrou
reprodukovatelnost a ne zcela jasné souvislosti výsledk̊u testu s pr̊uběhy fermentace. De-
tailńım studiem AP-testu za účelem nalezeńı př́ıčin nepřesnost́ı ve výsledćıch a zp̊usobu
měřeńı AP hodnot tak, aby odpov́ıdaly potenciálńı vitalitě, se zabývaj́ı např. práce [13]
a [2]. Tato diplomová práce na ně navazuje a v prvńı části se zabývá studiem vlivu
některých fyzikálně-chemicko-biologických podmı́nek na výsledky AP-testu a navrhuje
optimalizovaný postup při němž je dosažena maximálńı přesnost testu a jeho reprodu-
kovatelnost.

Optimalizovaný AP-test je pak využit př́ımo ke studiu změn vitality kvasnic opa-
kovaně nasazených v pivovarském provozu.

Kvasnice jsou při použit́ı v pr̊umyslovém provozu vystavovány řadě stresových fak-
tor̊u, které mohou ovlivnit jejich vitalitu a t́ım i výsledek celé výroby. Studium vlivu
stresových faktor̊u je pak potřeba zejména při zaváděńı nových výrobńıch technologíı.
Z těchto d̊uvod̊u je v této práci pomoćı optimalizovaného AP-testu studován vliv os-
motického tlaku na vitalitu kvasnic.

Pro lepš́ı pochopeńı toho, jak se na výsledćıch AP-testu odráž́ı změny v metabolismu
buněk, byla provedena předběžná studie vlivu některých inhibitor̊u metabolických pro-
ces̊u.

Běžná metodika měřeńı pH kvasničných suspenźı využ́ıvá klasickou elektrochemic-
kou sondu, která je v př́ımém kontaktu se vzorkem. Př́ımý kontakt s sebou nese některé
nevýhody (např. možnost kontaminace, objemové omezeńı, reakčńı rychlost elektrody,
problémy při manipulaci), které by bylo možné zcela či částečně eliminovat při nekon-
taktńım měřeńı pH s použit́ım fotometrických metod.
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Druhá část diplomové práce je proto věnována řešeńı problematiky bezkontaktńıho
měřeńı pH s ohledem na konkrétńı podmı́nky AP-testu (obor pH , vodné prostřed́ı,
kvasničná suspenze, rozptyl světla na buňkách). Je popsán postup nalezeńı vhodného
pH indikátoru a jeho spektrálńı charakterizace, modelově je studován vliv rozpty-
luj́ıćıho prostřed́ı na fotometrická měřeńı a je navržen postup pro zpracováńı spektrál-
ńıch dat k určeńı pH .
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Kapitola 1

Teorie

1.1 Kvasinky

Kvasinky jsou jednobuněčné eukaryotńı mikroorganismy patř́ıćı mezi vyšš́ı houby (eu-
mycota). Jakožto nejnižš́ı eukaryotńı organismus jsou kvasinky modelovým organis-
mem. Netvoř́ı vlastńı taxonomickou skupinu, proto neńı možné je jednotně definovat.
Rozmnožuj́ı se převážně vegetativně a to pučeńım nebo přehrádečným děleńım. Jsou
schopny se množit také pohlavně pomoćı spór. Nevytvář́ı pravé myceliárńı struktury,
ale jsou schopny vytvářet pseudomycelium napodobuj́ıćı kolonie jednobuněčných or-
ganismů, ve kterém se rozmnožuj́ı přehrádečným děleńım. Tvar a velikost kvasničné
buňky se lǐśı druh od druhu a jsou ovlivněny stář́ım a ploiditou, pro Saccharomyces ce-

revisiae je typický tvar rotačńıho elipsoidu o pr̊uměru 5−10µm (obrázek 1.1). Celkově
existuje 457 druh̊u ze 78 rod̊u kvasinek.

Nejstarš́ı dokumentaćı fermentace pomoćı kvasinek jsou nálezy nádobek na v́ıno
pocházej́ıćı z neolitické kuchyně v Hajji Firuz Tepe (8500− 4000 let př. n. l.) na územı́
dnešńıho Íránu. Výrobu alkoholických nápoj̊u z nakĺıčeného obiĺı znali již ve starém
Babylonu 6000− 4000 let př. n. l. Prvńı pozorováńı kvasinek pomoćı primitivńıho mi-
kroskopu provedl Anton van Leeuwenhoek (1680), popsal je jako malé kuličky v pivu.
Roku 1837 popsal Theodor Schwann v kvaśıćı tekutině rozmnožuj́ıćı se kvasinku a po-
psal ji jako cukernou houbu (řecky saccharos=cukr a mykes=houba). Prvńı izolace
kvasinek proběhla v letech 1883− 1890 z piva Emilem Christianem Hansenem a z v́ına
Müllerem - Thurgauem.

Dnes se využ́ıvaj́ı kvasinky zejména v biotechnologíıch, potravinářstv́ı k výrobě
pekařského drožd́ı, mléčných výrobk̊u a v kvasném pr̊umyslu k výrobě piva, lihu a v́ına.
Kvasinky mohou p̊usobit i negativně, např. kontaminaćı prostřed́ı a některé druhy pa-
togenńıch kvasinek (Candida albicans nebo Cryptococcus neoformans) zp̊usobuj́ı one-
mocněńı.

Struktura kvasinkové buňky jakožto eukaryotńıho organismu je typická. V daľśıch
odstavćıch tedy budou zmı́něny pouze části př́ımo účastńıćı se metabolismu buňky.
Nejprve se však pozastavme nad vlastnostmi pivovarských kmen̊u kvasnic, které jsou
využ́ıvané při všech měřeńıch v této práci.
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Obrázek 1.1: Sńımek kvasinek Saccharomyces cerevisiae poř́ızený elektronovým
mikroskopem. Převzato z: http://www.bath.ac.uk/bio-sci/research/profiles/

wheals-a.html

Pivovarské kvasinky

Zvláštńı význam maj́ı již po stalet́ı pivovarské kvasinky. Jedná se o speciálně vyšle-
chtěné kmeny Saccharomyces cerevisiae, které maj́ı specifické vlastnosti:

• kvaśı při ńızké teplotě: 5− 10 ◦C

• maj́ı vysokou toleranci k ethanolu, 12% letálńı hranice

• v metabolismu sacharid̊u převládá kvašeńı z 85− 90%1

• autolyzuj́ı - jsou schopny ř́ızeného sebezničeńı

• disponuj́ı konstitutivńım přenašečem pro maltosu

• aglutinace a sedimentace: kvasnice se po zkvašeńı média usazuj́ı na dně kvasné
nádoby; tato vlastnost je typická pro kvasnice spodńıho kvašeńı, které se použ́ıvaj́ı
pro výrobu piva plzeňského typu

Pro uvedené vlastnosti jsou tyto kmeny kvasnic zvláště výhodné pro výrobu piva.
Mezi daľśı vlastnosti, nejen pivovarských kvasnic, ale obecně buněk vybavených plazma-
tickou membránou patř́ı schopnost odolávat osmotickému tlaku. Tato schopnost je
d̊uležitá při změnách vněǰśıho prostřed́ı, takže např. při výrobě piva kvašeńım v cylin-
dricko-kónických tanćıch. Vlivem osmotického tlaku na vitalitu buněk se zabývá i tato
práce. O tom, co to osmotické jevy jsou, pojednávaj́ı daľśı řádky.

1Tato převaha anaerobńıho metabolismu plat́ı pro tzv. spodńı pivovarské kvasnice, svrchńı pivo-
varské kvaśı z 50− 60%.
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1.1.1 Osmóza

Osmóza je difuze rozpouštědla přes polopropustnou membránu (v př́ıpadě buněk přes
plazmatickou membránu) z prostřed́ı o ńızké koncentraci do prostřed́ı o vysoké kon-
centraci rozpuštěné látky, čili proti koncentračńımu gradientu. Principem je, že roz-
pouštědlo (např. voda) membránou bez odporu projde, rozpuštěná látka nikoli. Jedná
se o fyzikálńı proces při němž pohybem rozpouštědla neńı spotřebovávána energie.

Osmotické jevy jsou významnou hybnou silou mnoha biologických proces̊u, řada bi-
ologických membrán je semipermeabilńıch. Např. napět́ı udržuj́ıćı tvar buňky je z velké
části zp̊usobeno právě osmózou.

Z pohledu buňky umı́stěné do vodného roztoku můžeme definovat 3 typy prostřed́ı:

• hypotonické – velmi zředěný roztok, s koncentraćı vody vyšš́ı než v buňkách

• isotonické – roztok se stejnou koncentraćı vody jako v buňkách

• hypertonické – koncentrovaný roztok, koncentrace vody uvnitř buněk vyšš́ı než
vně

Na každé z těchto prostřed́ı buňka reaguje jinak, v hypotonickém v d̊usledku osmózy
začne přij́ımat vodu, začne se zvětšovat a je nucena vyrovnat zvýšené vnitřńı pnut́ı
zp̊usobené zvětšeńım objemu, neńı-li toho schopna, může doj́ıt k porušeńı jej́ı membrá-
ny. V hypertonickém prostřed́ı buňka naopak vodu ztráćı a zmenšuje sv̊uj objem, to se
může negativně projevit na př́ıjmu živin. V isotonickém prostřed́ı nedocháźı k přesunu
vody přes membránu, tud́ıž ani ke změně objemu buňky.

V hypertonickém a hypotonickém prostřed́ı je tedy buňka vystavena tzv. osmo-

tickému tlaku, ten je definován jako śıla p̊usob́ıćı na jednotku plochy, která zabráńı
pr̊uchodu vody přes membránu. Osmotický tlak je závislý pouze na molárńı koncent-
raci rozpouštěné látky.

Dojde-li k náhlé změně koncentrace roztoku s buňkami, vystav́ıme je t́ımto tzv.
osmotickému stresu, či osmotickému šoku. Každý organizmus má vlastńı mechanizmus,
jak se vyrovnat s touto situaćı, která se projevuje fyziologickými, biochemickými a
daľśımi změnami [4].

V souvislosti s osmózou jsou definovány veličiny osmolarita a osmolalita.

• Osmolarita - je definována jako množstv́ı mol̊u rozpuštěné látky na litr roztoku.

• Osmolalita - je definována jako množstv́ı mol̊u rozpuštěné látky na kilogram
rozpouštědla.

• Osmol (Osm) - je jednotka, která je úměrná počtu mol̊u osmoticky aktivńı látky
v roztoku

Osmotické jevy maj́ı velký vliv na fyziologický stav buňky. Jejich konkrétńı projev
na vitalitě buněk bude ověřen v kapitole Využit́ı AP-testu (viz stránka 40).

Dále již k metabolismu buňky, který hraje významnou roli při stanoveńı vitality
pomoćı AP-testu.
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1.2 Metabolismus kvasinek

Důsledkem metabolismu kvasinek je biosyntéza látek (složky buňky a obal), jedná se
o asimilačńı proces (anabolismus) a k jeho realizaci je potřeba dodat energii - docháźı
k endergonickým reakćım. Daľśım d̊usledkem metabolismu je rozklad látek, což je di-
similačńı proces (katabolismus) a docháźı při něm k uvolňováńı energie - exergonické
reakce.

1.2.1 Transport látek

Pro realizaci základńıho metabolismu je d̊uležitý vstup a výstup látek do a z buňky.
Ten ovlivňuje buněčná stěna, která je v r̊uzných fáźıch r̊ustu r̊uzně propustná, pro
mladé buňky je tenká a propustná, ve stacionárńı fázi propustnost klesá. Při pr̊uchodu
buněčnou stěnou také záviśı na velikosti, symetrii a náboji dané molekuly, stěna sa-
motná má záporný náboj.

Důležitou roli při transportu pak hraje cytoplasmatická membrána. Z hlediska ener-
getické výměny lze transport membránou rozdělit na pasivńı a aktivńı, z hlediska me-
chanizmu pak na: prostou difuzi, přenašečový přenos, skupinovou translokaci a pino-
cytosu.

Prostá difuze

Prostá difuze je neselektivńı, nezávislá na teplotě, metabolitech a mutaćıch. Docháźı k
ńı prostřednictv́ım hydrofilńıch pór̊u a lipidńıch oblast́ı v membráně. Do kvasinkových
buněk se prostou difuźı dostávaj́ı např.: H2O, mastné kyseliny, ethanol, organické kyse-
liny (lipidy), glucerol, laktát a ribóza.

Přenašečový přenos

Mechanizmem je přechodná reakce substrátu s některou membránovou složkou (nosi-
čem či přenašečem), d̊usledkem je tzv. usnadněná difuze nebo aktivńı transport.

• usnadněná difuze: Při tomto přenosu látek neńı spotřebovávána energie, ale je
nutná př́ıtomnost nosiče. Při usnadněné difuzi zálež́ı na koncentračńım gradientu,
může k ńı docházet oběma směry. T́ımto mechanizmem se do buňky kvasinky
dostává např. glukosa či galaktóza.

• aktivńı transport: Existuj́ı dva typy aktivńıho transportu, primárńı a sekundárńı
(viz obrázek 1.2). Primárńı vyžaduje energii, čili bývá spřažen s exergonickou
reakćı (např. štěpeńı ATP, oxidace substrátu, pohlceńı fotonu). Při sekundárńım
transportu částice je využ́ıváno spřažeńı s disipaćı energie gradientu elektroche-
mického potenciálu jiné částice (H+ nebo Na+). Rozlǐsujeme symport - docháźı k
transportu obou částic stejným směrem a antiport - částice jsou transportovány
v opačných směrech (viz obrázek 1.3).
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Obrázek 1.2: Schéma primárńıho a sekundárńıho aktivńıho transportu eukaryo-
tické buňky. Převzato z: http://gvm.vm.cz/vyuka/bio pojmy/figures/transport

aktivni.01.jpg

Obrázek 1.3: Schéma sekundárńıho aktivńıho transportu částic přes membránu.
Převzato z: http://gvm.vm.cz/vyuka/bio pojmy/figures/antiport.01.jpg
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Obrázek 1.4: Strukturńı vzorec α-D-glukosy v Haworthově projekci.

Skupinová translokace

T́ımto mechanizmem docháźı k chemické přeměně substrát̊u na produkty, které se
vyskytuj́ı výlučně na druhé straně membrány. Koncentrace substrátu uvnitř buňky je
vyšš́ı než koncentrace jeho volné formy ve vněǰśım prostřed́ı.

Pinocytosa

Jedná se o endocytický proces, při němž je do buňky vnesen roztok s rozpuštěnými
látkami. Přenos je tedy kvantovaný a velikost kvant je dána velikost́ı přenášených
váčk̊u.

1.2.2 Metabolismus sacharid̊u

Metabolismus sacharid̊u jakožto hlavńıho zdroje energie a uhĺıku prob́ıhá ve dvou
fáźıch. V prvńı fázi je cukr transportován do buňky, ve druhé nastupuje určitou meta-
bolickou dráhu - volba je závislá na př́ıstupu kysĺıku, což je typické pro Saccharomyces

cerevisiae, která je tzv. fakultativńım anaerobem.
V nepř́ıtomnosti kysĺıku docháźı ke zkvašeńı cukr̊u, v př́ıtomnosti kysĺıku se spoušt́ı

respiračńı procesy. Plat́ı, že dýcháńı má vyšš́ı energetický výtěžek (cca 40%), avšak je
zhruba 100× pomaleǰśı než kvašeńı (účinnost cca 2%).

O tom, která z metabolických drah bude nastoupena předevš́ım rozhoduj́ı genetické
dispozice buněk (množstv́ı enzymu pyruvát-dehydrogenasy resp. pyruvát-dekarboxylasy)
a životńı podmı́nky (zejména př́ısun kysĺıku).

Transport sacharid̊u do buňky

Mechanismus přenosu látek přes cytoplazmatickou membránu byl objasněn výše. Každý
ze sacharid̊u je transportován pomoćı charakteristického přenašeče. My se zaměř́ıme
pouze na přenos glukosy a maltosy. Existuj́ı dva druhy přenašeč̊u:

• konstitutivńı: takový přenašeč je př́ıtomen v cytoplasmatické membráně perma-
nentně

• alternativńı: přenašeč je syntetizován teprve je-li ho potřeba
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Obrázek 1.5: Strukturńı vzorec α-D-maltosy v Haworthově projekci.

Glukosa (viz obrázek 1.4) do buňky proniká usnadněnou difuźı (plat́ı pro Sac-

charomyces cerevisiae) a částečně také prostou difuźı (některé druhy kvasinek, např.
Rhodotorula nebo Candida transportuj́ı glukosu aktivně). Glukózový přenašeč je kon-
stitutivńı a přenáš́ı také fruktosu a xylosu.

Maltosa (viz obrázek 1.5) je disacharid složený ze dvou glukos. Významná je přede-
vš́ım v pivovarnictv́ı, jelikož tvoř́ı většinu zkvasitelného obsahu mladiny. Přenášena do
buněk je pomoćı aktivńıho symportu se stechiometríı 1 : 1 s H+. Přenos umožňuje
přenašeč maltopermeasa, která je u pr̊umyslových kmen̊u konstitutivńım přenašečem
(obecně se jedná o alternativńı přenašeč). Maltopermeasa přenáš́ı kromě maltosy také
sacharosu a maltotriosu. Hydrolýza maltosy na glukosu prob́ıhá pomoćı enzymu mal-

tasy. Syntéza tohoto vnitrobuněčného enzymu je indukovaná, záviśı na př́ıtomnosti
maltosy v médiu, a může být reprimována př́ıtomnost́ı glukosy.

Metabolická dráha glukosy

Metabolické dráhy pro r̊uzné druhy sacharid̊u se mohou odlǐsovat, nicméně základńı
dráha je pro všechny stejná. My se zaměř́ıme na metabolické zpracováńı konkrétńıho
monosacharidu - glukosy, schéma jej́ıho zpracováńı je na obrázku 1.6.

Základńı dráha cukr̊u je tzv. glykolytická dráha, nebo také glykolýza, nebo Embden-

Meyerhof-Parnasovo schéma. Jedná se o sled deseti reakćı, do prvńı vstupuje jedna
molekula glukosy a konečným produktem jsou dvě molekuly pyruvátu.

Glukosa je po vstupu do buňky fosforylována hexokinasou (minoritně glukokina-
sou) na glukosu-6-fosfát. Tento d̊uležitý meziprodukt (Robinson̊uv ester) poj́ı tři větve
metabolismu:

• syntetická: vede k syntéze oligosacharid̊u (glukan, glykogen, manan, atd.)

• pentosa-fosfátový cyklus: výsledkem je produkce NADPH (využije se v anabolických
děj́ıch, zejména při syntéze mastných kyselin a steroidńıch látek) a pentos (např.
ribosy)

• pokračováńı glykolytické: glukosa-6-fosfát je přeměněna na fruktosa-6-fosfát a
ta (pomoćı fosfofruktokinasy) na fruktosa-1,6-bisfosfát a ten v daľśıch reakćıch
postupně přeměněn na konečný produkt této větve: kyselinu pyrohroznovou -
neboli pyruvát

14



Obrázek 1.6: Schematické zpracováńı glukosy v eukaryotické buňce včetně
následovného anaerobńıho resp. aerobńıho zpracováńı pyruvátu.

Produktem glykolýzy je tedy pyruvát. Tato významná sloučenina je výchoźı pro daľśı
tři metabolické směry, které spoušt́ı tři významné enzymy:

• fosfoenolpyruvát-karboxylasa: dráha spouštěná t́ımto enzymem se nazývá gluko-
neogeneze a jedná se v podstatě o obrácenou glykolýzu (konečným produktem je
glukosa)

• pyruvát-dekarboxylasa: tento enzym spoušt́ı za anaerobńıch podmı́nek dráhu,
která vede k tvorbě aldehydu, popř́ıpadě ethanolu - jedná se o proces kvašeńı

• pyruvát-dehydrogenasa: spoušt́ı přeměnu pyruvátu na acetyl-CoA a jeho vstup
do tzv. Krebsova cyklu (citrátového cyklu) v mitochondríıch - jedná se o proces
dýcháńı
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Tabulka 1.1: Shrnut́ı energetického zisku z jedné molekuly glukosy. Vycháźı z
předpokladu, že z (NADH + H+) lze źıskat 3× ATP a z FADH2 lze źıskat 2× ATP. Z jedné
molekuly glukosy tedy lze źıskat 38 molekul ATP při zpracovańı glykolýzou a následnou
oxidativńı fosforylaćı; oproti celkovému zisku dvou molekul ATP při odbouráńı glukosy
glykolýzou a následným alkoholovým kvašeńım.

metabolický proces energetický zisk
glykolýza 2× ATP + 2× (NADH + H+) ⇒ 8× ATP

oxidace pyruvátu 2× (NADH + H+) ⇒ 6× ATP

citrátový cyklus 2× [3× (NADH + H+) + 1× FADH2 + 1× ATP] ⇒ 24× ATP

Energetická bilance zpracováńı glukosy

Př́ı odbouráváńı glukosy se uvolňuje velké množstv́ı energie. Energetický zisk je shrnut
v tabulce 1.1. Daľśım efektem, je uvolňováńı množstv́ı H+ iont̊u (taktéž tabulka 1.1),
což zp̊usobuje vnitřńı okyseleńı buňky. Následkem je aktivace membránových H+-ATPas,
které acidifikuj́ı vněǰśı prostřed́ı. Podrobněji o funkci těchto pump v daľśım textu.

Nyńı následuje vymezeńı pojmů viability a vitality, které jsou použ́ıvány v této
práci, a jejich metod měřeńı.

1.3 Vitalita a viabilita

Vitalita

Pojem vitalita popisuje kvasnou kapacitu buněk a někdy se označuje jako kvasná mo-

hutnost. Tato vlastnost záviśı na fyziologickém stavu a biochemických podmı́nkách
uvnitř i vně buněk. Je tedy ovlivněna stář́ım či stresovými faktory. Měřeńı vitality je
oproti měřeńı viability komplikovaněǰśı a může být dlouhodobě náročné.

Viabilita

Pojem viabilita je definován jako schopnost buněk se množit a vykazovat metabolickou
aktivitu, což jedńım slovem můžeme vyjádřit jako životaschopnost. Tato vlastnost se
dobře určuje pomoćı fotometrických metod.

1.3.1 Měřeńı viability

Metody založené na reprodukčńı schopnosti

Tyto metody jsou založené na schopnosti buněk tvořit kolonie. Plotnové výsevy na
agaru jsou výhodné t́ım, že zároveň stanovuj́ı proliferaci buněk. Nevýhodné jsou naopak
v tom, že mohou být zkresleny u silně flokuluj́ıćıch buněk a předevš́ım jsou časově
náročné (2− 3 dny). Délka testu lze značně zredukovat použit́ım modifikované metody
s mikroskopickými podložńımi skĺıčky.
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Metody založené na barveńı

Viabilita určená touto metodou neodpov́ıdá př́ımo schopnosti buněk se množit, ale per-
meabilitě membrány a aktivitě intracelulárńıch enzymů. Tyto techniky jsou založeny
na schopnosti membrány zabránit pronikańı barviva do cytoplazmy a naopak neschop-
nosti mrtvých buněk tomuto procesu zabránit. Rozd́ıly v zabarveńı buněk se projev́ı
t́ım, že barvivo, které projde membránou do buňky je chemicky změněno metabolickými
procesy v cytoplazmě a ztrat́ı barvu (methylenová modř), nebo nebarevná látka je uv-
nitř buňky změněna na barevnou (fluorescein diacetát). Určeńı viability pak spoč́ıvá
ve spoč́ıtáńı obarvených či neobarvených buněk. Barevné rozd́ıly lze pozorovat dvěma
zp̊usoby: optickým mikroskopem a fluorescenčńım mikroskopem.

Pozorováńı optickým mikroskopem: Během let bylo vyzkoušeno mnoho barviv,
např.: erythrosin, rhodamin B, eosin Y a methylenová modř, která je široce nej-
použ́ıvaněǰśı (již od 20. let 19. stolet́ı) a doporučovaná varianta. Methylenová modř
je využ́ıvána ke stanoveńı viability v pivovarnickém pr̊umyslu. Takto určená viabilita
dobře odpov́ıdá stanoveńı jinými metodami (výsevový test), při viabilitě nad 90%. Při
nižš́ıch hodnotách viability se jej́ı určeńı může lǐsit až o 30 − 50%. Daľśı nevýhodou
této metody je subjektivńı chyba pozorovatele.

Pozorováńı fluorescenčńım mikroskopem: Během let bylo objeveno mnoho opticky
aktivńıch látek, ty jsou dnes využ́ıvány nejen k měřeńı viability, ale také k určeńı
vitality. Řada z nich vykazuje fluorescenci a to na r̊uzných vlnových délkách. Mechani-
zmy fluorescenčńıho barveńı mohou být rozděleny do dvou kategoríı: (a) látka procháźı
membránou a je metabolicky aktivńı látkou chemicky přeměněna na produkt, který
vykazuje fluorescenci; (b) fluorescenčńı barvivo procháźı na základě membránového
potenciálu do cytoplazmy. Fluorescenčńım barvivem doporučovaným American Soci-
ety of Brewing Chemists je 1-anilin-8-naftalen sulfonát hořečnatý (Mg-ANS). Tato látka
se po pr̊uchodu buňkou naváže na jeden z cytoplazmatických protein̊u a stane se flu-
orescenčńı. Výsledky źıskané touto metodou jsou přesné i pod hranićı viability 90%
oproti barveńı methylenovou modř́ı.

Metody založené na stanoveńı obsahu d̊uležitých komponent

Stanoveńım obsahu d̊uležitých látek v těle buňky lze určit nejen viabilitu, ale také
vitalitu kvasnic. Mezi nepostradatelné látky v těle živých buněk patř́ı ATP, jakožto
základńı energetická jednotka a NADH, jakožto redukčńı činidlo. Obě tyto látky lze ve
vzorku spektroskopicky detekovat.

1.3.2 Měřeńı vitality

Metody založené na stanoveńı obsahu d̊uležitých komponent

Předpokladem této metody při použit́ı k měřeńı vitality je, že indikované látky pod-
statně ovlivňuj́ı fermentaci kvasnic. Jejich zastoupeńı v buňce však záviśı i na složeńı
živného média. Mezi zmı́něné d̊uležité látky patř́ı glykogen - zásobńı polysacharid, ne-

nasycené mastné kyseliny a steroly nebo ATP - základńı energetická jednotka.
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Stanoveńı aktivity d̊uležitých enzymů

Obsah enzymů lze dobře a přesně stanovit spektroskopickými metodami. Takto určené
výsledky také velmi dobře odpov́ıdaj́ı fyziologickému stavu buněk. Mezi zjǐst’ované
enzymy patř́ı: maltasa - štěṕı maltosu, pyruvát-dehydrogenasa - katalyzuje přeměnu
pyruvátu na acetyl-CoA, pyruvát-dekarboxylasa - katalyzuje přeměnu pyruvátu na
acetyl-A, alkohol-dehydrogenasa - katalyzuje přeměnu acetaldehydu na ethanol.

Metabolická rychlost buněk

Jedná se o klasické měřeńı produkce CO2, či spotřeby O2. Tyto faktory jsou v př́ımé
korelaci s fermentativńı schopnost́ı buněk, nevypov́ıdaj́ı však nic o r̊ustu buněk.

Energetický stav buněk

Tyto metody jsou založeny na vztahu mezi energizaćı buněčné membrány, procesy na
membráně prob́ıhaj́ıćımi a celkovým fyziologickým stavem a metabolickou kompetenćı
buněk. Mezi typické zástupce této metody měřeńı vitality patř́ı test acidifikačńı schop-
nosti (AP-test nebo APT) a jeho pozděǰśı modifikace: CAP a ICP.

1.3.3 Test acidifikačńı schopnosti

Posledně jmenovaná metoda měřeńı vitality, konkrétně AP-test, je využita v této práci
a proto si nyńı vysvětleme, na jakém principu funguje.

Kvasinkové buňky je možné vystavit nejr̊uzněǰśım stimul̊um: přidáńı substrátu nebo
soli (např. KCl), okysličováńı média v nepř́ıtomnosti substrátu. Základńı odezvou na
tyto stimuly je okyseleńı vněǰśıho prostřed́ı. Test pro měřeńı acidifikačńı śıly (acidifi-
cation power - AP) vyvinutý Miroslavou Opekarovou a Karlem Siglerem [10] a [14] je
dobře použitelný pro předpověd’ fermentačńı potence násadńıch kvasnic v následuj́ıćı
fermentaci na základě znalosti řady membránových pochod̊u prob́ıhaj́ıćıch v kvasinkách
metabolizuj́ıćıch endogenńı i exogenńı substráty. Tyto membránové přechody, proje-
vuj́ıćı se poklesem pH vněǰśıho prostřed́ı, zahrnuj́ı činnost H+-ATPasy, výstup řady
slabých kyselin vznikaj́ıćıch během metabolických pochod̊u a transmembránové po-
hyby iont̊u. Principem AP-testu je měřeńı změn vněǰśıho pH po přidáńı vhodného
substrátu.

Odezva na př́ıtomnost/nepř́ıtomnost substrátu v mediu

Substráty použ́ıvané pro acidifikačńı testy kvasinek Saccharomyces cerevisiae jsou: glu-
kosa, fruktosa, manosa, sacharosa, galaktosa, maltosa (k jej́ımu transportu do buněk
docháźı H+-symportem a může tedy zp̊usobit alkalizaci vněǰśıho prostřed́ı) a ethanol
v př́ıpadě provzdušněné suspenze. Asi nejčastěji použ́ıvaný substrát je glukosa, která
bude také výhradně použ́ıvána v této práci. K saturaci docháźı při 20 − 30mM kon-
centraci glukosy a přibližně 10mg mokré váhy kvasnic/ml. Saturačńı kinetika glukosou
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indukovaného protonového toku má dvě části. Odpov́ıdaj́ı ńızkoafinitńımu konstitu-
tivńımu systému přij́ımáńı glukosy (usnadněná difuze) a vysokoafinitńımu systému
spojenému s expreśı glukokinasy (H+-symport).

Docháźı-li k aerobńımu hladověńı kvasnic v destilované vodě po dobu deľśı než
4− 5 h, začne se zvyšovat pH suspenze v d̊usledku záměny H+ (ve vněǰśım prostřed́ı)
za K+ (uvnitř buněk) a v d̊usledku produkce NH3 v deaminačńıch reakćıch. Rozsah acidi-
fikace prudce klesá. Hladověńı je doprovázeno poklesem hladiny vnitrobuněčného ATP,
mı́ry respirace a pufrovaćı schopnosti suspenze. Podobnou oslabenou acidifikačńı ode-
zvu na přidáńı substrátu můžeme pozorovat při použit́ı některých inhibitor̊u, zvýšené
teplotě, kyselosti a daľśıch nepř́ıznivých faktorech. Acidifikačńı odezva na přidáńı sub-
strátu tud́ıž může být použita jako diagnostický nástroj pro stanoveńı metabolické
kompetence buněk např́ıklad u pr̊umyslových kultur.

Acidifikace vněǰśıho prostřed́ı po přidáńı glukosy je zp̊usobena vylučováńım CO2 a
organických kyselin z buňky, činnost́ı H+-ATPasy v plasmatické membráně provázej́ıćı
výměnu K+ a daľśıch iont̊u.

Po přidáńı glukosy v pr̊uběhu AP-testu docháźı k přechodnému masivńımu od-
bouráváńı endogenńıch zdroj̊u za využit́ı respirace a tedy tvorbě CO2. Během této fáze
čińı objem produkce 500− 600µl/mg mokré váhy za minutu. Tato produkce CO2 z mo-
bilizovaných vnitřńıch zdroj̊u rychle klesá v souvislosti s vyčerpáńım kysĺıku v suspenzi
a prudkým nár̊ustem poměru NADH/NAD+ uvnitř buněk a je nahrazena produkćı CO2 z
přidaného substrátu. Alkoholové kvašeńı 100mmol glukosy vynese 140−190mmol CO2.
Přitom obvyklá koncentrace CO2 ve vodě v rovnováze se vzduchem čińı 3 · 10−5 mol/l.
Společně s CO2 vzniklým z glukosy koncentrace CO2 v suspenzi může vyšplhat na
1− 2mmol/l (pro 10mg mokré váhy kvasnic/ml). Neńı přesně známo, procháźı-li oxid
uhličitý plasmatickou membránou ve formě CO2 či HCO−3 , nicméně propustnost kva-
sinkové membrány čińı 10−8

− 10−7 cm/s pro HCO−3 a 0.3 − 0.6 cm/s pro CO2. Nav́ıc
kvasinkové buňky obsahuj́ı anhydrasu, která může katalyzovat rovnováhu CO2/HCO

−

3 .
Daľśım krokem po přidáńı glukosy do suspenze je alkoholové kvašeńı, které vede k

produkci: acetátu, butylenglykolu, acetoinu, acetaldehydu, glycerolu a sukcinátu.

H+-ATPasa

Nejvýznamněji k acidifikaci vněǰśıho prostřed́ı přisṕıvá činnost kvasinkové H+-ATPasy.
Ta je ze dvou třetin zanořena do plasmatické membrány buněk a patř́ı k ATPase typu
E1E2 či P-typu, které přemist’uj́ı kationty přes plasmatické membrány zv́ı̌rećıch, rost-
linných i bakteriálńıch buněk. Obsahuje rezidua pro navázáńı ATP a enzymovou fosfo-
rylaci, která je závislá na navázáńı transportovaného kationtu, jenž je typický pro daný
druh ATPasy: H+, Na+ nebo Ca2+, zat́ımco zpět do cytoplasmy je vetšinou přemist’ován
K+. V ATPasách, které pumpuj́ı K+ do cytoplasmy, je K+ nezbytný pro hydrolýzu fosfo-
enzymu.

Enzym alternuje mezi dvěma hlavńımi stavy E1 a E2 a tvoř́ı přechodný fosforylo-
vaný intermediát, v kyselém prostřed́ı stabilńı a v zásaditém labilńı β-aspartylfosfát.
Jeho přeměna je podstatná pro rychlost hydrolýzy ATP (20− 60mmol Pi/mg proteinu
za minutu). V nepř́ıtomnosti nukleotidu je enzym převážné ve stavu E1, hladina E2

pak nar̊ustá během hydrolýzy ATP. Transport zahrnuje hydrolýzu jedné molekuly ATP
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za současného vyloučeńı jednoho H+. Protony jsou vázány na E1 formu na vnitřńım
membránovém povrchu a jsou uvolňovány z E2 formy na vněǰśım povrchu. Při absenci
substrátu jsou vazebná mı́sta obou povrch̊u vetšinou neprotonovaná a pumpa je v rov-
nováze. V okamžiku acidifikace cytoplasmy však pumpa výrazně zrychĺı svou činnost.
Analogicky je pumpa spouštěna při intracelulárńı acidifikaci indukované štěpeńım glu-
kosy. Pumpa tedy zp̊usob́ı sńıžeńı extracelulárńıho pH , avšak v d̊usledku nadbytku
H+ vně buňky docháźı k obsazováńı vazebných mı́st na povrchu pumpy a k jej́ımu
zpomaleńı.

Zásoba energie pro H+-symport živin je jednou z fyziologických roĺı ATPasy, jinou je
jej́ı účast na regulaci buněčného pH . Ke konci exponenciálńı fáze r̊ustu Saccharomyces

cerevisiae dvakrát až třikrát klesá aktivita jejich ATPas. Aktivita enzymu se lǐśı u
buněk pěstovaných na r̊uzných cukrech v závislosti na zp̊usobu, jakým jsou tyto cukry
transportovány do buňky. ATPasa je vratně aktivována glukosou, maltosou, trehalosou
a galaktosou. Tento proces je doprovázen nár̊ustem fosforylace enzymu, zásaditým
posunem v pH optimu a zvýšeńım afinity k ATP [12].

1.3.4 Scénář acidifikace

Pravděpodobný scénář acidifikace po přidáńı substrátu do media (konkrétně glukosy)
bude vypadat takto:

1. Glukosa je rychle přij́ımána buňkami a je fosforylována na membráně př́ıslušnými
kinásami (hexokinasa). Při fosforylaci se uvolňuj́ı protony, což zp̊usob́ı okamžitou
vnitřńı acidifikaci. Pokles intracelulárńıho pH je nav́ıc podpořen akumulaćı bi-
karbonátu pocházej́ıćıho z CO2 produkovaného z vnitřńıch energetických zdroj̊u.
Výsledná vnitřńı acidifikace může zp̊usobit otevřeńı iontových kanál̊u v membráně,
což zp̊usob́ı depolarizaci membrány. Rozsah této depolarizace záviśı na hodnotě
extracelulárńıho pH .

2. Následkem ńızkého pHi, či následkem změn v hladině cAMP uvnitř buněk, může
doj́ıt k uzavřeńı K+-kanál̊u v souladu se snižuj́ıćım se membránovým potenciálem.

3. V d̊usledku glukosou indukovaných reakćı je H+-ATPasa fosforylována a jej́ı ak-
tivita roste. Přechodně docháźı k poklesu hladiny ATP uvnitř buněk (a nadbytku
cAMP - fosforylace během glykolýzy), což silně stimuluje energetický metabolismus
(buněčné dýcháńı).

4. Následná produkce CO2 snižuje hyperpolarizačńı efekt enzymu a spolu s únikem
iont̊u vede k nár̊ustu ∆pH .

5. Nár̊ust ∆pH je doprovázen přij́ımáńım K+; glukosa tedy aktivuje nejen
H+-ATPasu, ale i kvasinkový systém př́ıjmu K+. Př́ıliv K+ iont̊u do buňky zp̊u-
sobuje, i přesto, že je částečně kompenzován činnost́ı H+-ATPasy, pomalou avšak
stabilńı depolarizaci membrány a alkalizaci vnitřku buňky (zejména v př́ıpadech
vysoké hladiny K+ vně buňky).
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6. V d̊usledku vyšš́ıho vnitřńıho pH buňky přestanou být K+ kanály blokovány a
dojde k výstupu K+ iont̊u ven z buněk. Tento K+ proud může být kompenzován
odtokem organických aniont̊u, které se nahromadily v buňkách.

7. Vyčerpáńı glukosy postupně zp̊usobuje r̊ust pH vně buňky (protože méně ener-
gie je dostupné pro H+-ATPasu). Množstv́ı extracelulárńıch organických kyse-
lin z̊ustává při anaerobńıch podmı́nkách značné, při aerobńıch jsou buňkami
přij́ımány zpátky.

Hlavńım rysem acidifikačńıho scénáře je, že otevřeńı iontových kanál̊u nezálež́ı pouze
na membránovém potenciálu, ale i na pHi (nebo množstv́ı cAMP). Změny v pHi pak
záviśı na:

• koncentraci glukosy

• extracelulárńı koncentraci K+ a pufrovaćı kapacitě

• hustotě suspenze.

1.3.5 Acidifikace bez substrátu

V tomto př́ıpadě hraje velkou roli množstv́ı kysĺıku v médiu. Okysličeńı kvasinkové
suspenze bez substrátu značně ovlivńı tok K+ iont̊u do buňky a množstv́ı buněčného
ATP, jeho d̊usledkem je přechodná acidifikace média. Okysličeńı média lze provést pro-
bubláváńım či přidáńım H2O2.

Přidáńı buněk Saccharomyces cerevisiae do vody zp̊usob́ı rychlé vyčerpáńı kysĺıku,
který je spotřebováván na využit́ı energie z vnitřńıch zdroj̊u. Schopnost buněk takto
spontánně acidifikovat v čerstvém médiu bez substrátu je ovlivněna r̊ustovou fáźı a klesá
pokud byly buňky vystaveny hladověńı (zásoby vnitřńıch zdroj̊u jsou ńızké). Spontánńı
acidifikace nastává pouze pokud jsou buňky schopny respirace. Reakce kvasinek stimu-
luj́ıćı endogenńı respiraci a produkci CO2 při spontánńı acidifikaci je analogická jako
reakce po přidáńı substrátu do média.

Stejně jako substrátem indukovaná acidifikace, tak i spontánńı acidifikace je ovliv-
něna aerobńım hladověńım, které vede k tvorbě NH3 v deaminačńıch reakćıch. Hladověńı
má také za následek sńıžeńı buněčné hladiny ATP a pokles počátečńı rychlosti endo-
genńı respirace. Součet spontánńı a substrátem indukované acidifikace, měřený při defi-
novaných podmı́nkách, který odráž́ı schopnost buněk mobilizovat endogenńı substráty
a utilizovat exogenńı, klesá lineárně s pokračuj́ıćım hladověńım.

Provzdušněńı média může aktivovat membránovou H+-ATPasu. Přidáńı H2O2 do
suspenze zp̊usob́ı patrné změny ve vývoji hladiny kysĺıku následované intenzivńı respi-
raćı. Může doj́ıt k poklesu extracelulárńıho pH až na 3.5. Tento proces tedy pravděpo-
dobně zahrnuje aktivaci H+-ATPasy, jelikož hodnoty pH pod 4.5 neńı možné dosáhnout
produkćı CO2. Zároveň při tomto procesu nedocháźı k vylučováńı organických kyselin z
buňky a docháźı k př́ıjmu K+ buňkou.
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Rozd́ıl v porovnáńı s glukosou indukovanou acidifikaćı je v tom, že vypuzováńı H+ se
zdá být kompenzováno výhradně př́ıjmem K+. Proto, klesne-li množstv́ı K+ vně buňky
pod jistou mez, peroxidem indukovaná acidifikace zp̊usob́ı hyperpolarizaci membrány,
což zastav́ı daľśı vylučováńı H+ a endogenńı respiraci, ačkoliv by zbylé množstv́ı O2 v
suspenzi stačilo k pokračováńı [12].

K acidifikaci bez substrátu neboli spontánńı acidifikaci tedy docháźı po vložeńı
vzorku kvasnic do destilované vody, což se děje v pr̊uběhu AP-testu (viz ńıže). Jak již
bylo zmı́něno, výsledek této acidifikace je ovlivněn předevš́ım obsahem kysĺıku v médiu
a objemem endogenńıch energetických zdroj̊u kvasinek. K vyčerpáńı kysĺıku v médiu a
ustáleńı pH docháźı během prvńıch minut po vložeńı kvasnic do destilované vody. Na
výsledek AP-testu nemá spontánńı acidifikace vliv.

1.3.6 Alternativy AP-testu

Metoda AP-testu prošla během let řadou modifikaćı. Měřeným parametrem nemuśı
být extracelulárńı pH , ale př́ımo titrimetricky zjǐstěné množstv́ı proton̊u vypuzených z
buněk (cumulative acidification power - CAP či titrated acidification power - TAP). Při
použit́ı této metody se postupuje stejně jako při AP-testu, nicméně zpracováńı hodnot
se lǐśı.

Daľśı modifikaćı AP-testu je tzv. vitálńı titrace. Měř́ı se při ńı čas nutný k dosažeńı
hodnoty vněǰśıho pH = 6.3 po alkalizaci suspenze na pH = 10. Kvasinky s lepš́ı
metabolickou aktivitou snižuj́ı pH rychleji. Při testu neńı kvasinkám dodán žádný
vněǰśı zdroj energie a proto docháźı ke změně pH pouze za využit́ı vnitřńıch zdroj̊u
energie. Výsledky tohoto testu se však neshoduj́ı s AP-testem na spodně kvaśıćıch
kmenech [9].

Daľśı modifikaćı AP-testu je tzv. ICP-test, kde je měřeno př́ımo vnitrobuněčné
pH pomoćı fluorescenčńıch barviv [6].
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1.4 Bezkontaktńı měřeńı pH

Měřeńım pH pomoćı elektrochemických elektrod je v laboratorńıch i provozńıch pod-
mı́nkách zvládnuto velice dobře a dosahuje vysoké přesnosti a reprodukovatelnosti.
Přesto však s sebou nese problémy, které jsou spojené s většinou měřeńı kontaktńı
povahy.

Měřeńı pH pomoćı klasické elektrody má některé nevýhody:

− elektrodu je nutné kalibrovat na měřený rozsah pH a teplotu

− měřeńı je limitováno množstv́ım vzorku resp. velikost́ı elektrody, množstv́ı vzorku
muśı být dostatečné pro ponořeńı aktivńı části elektrody

− elektroda samotná může se vzorkem interagovat (kontaminace) a ovlivnit tak
měřeńı

− údržba elektrody (zanesená elektroda může měřit zkresleně)

− omezená reakčńı doba elektrod

− hodnota pH je ovlivněna mı́cháńım vzorku

Z těchto d̊uvod̊u je účelné nalezeńı postup̊u, které by dovolily měřeńı pH sledo-
vaných vzork̊u bezkontaktńım zp̊usobem. K tomu se přirozeně nab́ıźı využit́ı některé z
optických metod - tj. interakce světelného zářeńı se vzorkem.

Jedńım z ćıl̊u této práce bylo ověřit možnosti bezkontaktńıho fotometrického měřeńı
pH vodných roztok̊u zejména s ohledem na měřeńı zakalených vzork̊u a simultánńı
sledováńı v́ıce vzork̊u. Těchto možnost́ı by pak mělo být využito k bezkontaktńımu
měřeńı pH při AP-testu, což by přineslo vyšš́ı efektivitu měřeńı. Za t́ımto účelem bylo
nutné vybrat vhodný pH indikátor s ohledem na rozsah pH pro jaký ho lze použ́ıt (viz
experimentálńı část diplomové práce, stránka 54).

Použit́ı barviva jakožto pH indikátoru a měřeńım jeho spektrálńıch změn má ná-
sleduj́ıćı výhody a nevýhody:

+ bezkontaktńı měřeńı:

+ množstv́ı vzorku neńı omezeno rozměry elektrody

+ nedocháźı k ovlivněńı vzorku elektrodou

+ lze paralelně sńımat v́ıce spekter

+ k měřeńı pH docháźı v celém objemu vzorku

− může doj́ıt k reakci mezi vzorkem a pH indikátorem
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1.4.1 pH indikátory

Indikátor pH je chemická látka, která se v malém množstv́ı přidává do roztoku (ky-
selého či zásaditého) a na základě jeho pH změńı své fyzikálńı vlastnosti, např. ab-
sorpčńı spektrum, což je možné detekovat.

Dnes je známa a pr̊umyslově využ́ıvána celá řada indikátor̊u pH , patř́ı mezi ně
např.: fenolftalein, thymolftalein, methylenová oranž, thymolinová modř, bromocresol
blue (bromokresolová modř), bromocresol green (bromokresolová zeleň) a bromocresol

purple (bromokresolová červeň). O jejich využit́ı rozhoduje předevš́ım rozsah pH , při
kterém je lze použ́ıt.

pH indikátory často samotné bývaj́ı slabými kyselinami či zásadami. Po přidáńı do
roztoku mohou navázat volné H+ nebo OH− ionty. Při vytvořeńı vazby dojde zároveň
ke změně elektronové konfigurace a tedy i změně absorpčńıho spektra, což se projev́ı
změnou barvy indikátoru.

Určeńı barvy indikátoru a tedy pH roztoku může být zat́ıženo značnou subjektivńı
chybou. Za t́ımto účelem se v laboratorńı praxi určuje hodnota pH vzorku pomoćı
elektrochemické pH elektrody, lze ji však určit změřeńım a analýzou spektra daného
roztoku s barevným indikátorem. Druhý postup má řadu výhod.

Užité pH citlivé barvivo, obecně HI, po rozpuštěńı v roztoku nabývá následuj́ıćı
rovnováhy:

HIacid form ←→ H+ + I−alkaline form, (1.1)

kde HIacid form je tedy kyselá forma a I−alkaline form zásaditá forma barviva.
Je-li C celková koncentrace a [HI], [I−] jsou koncentrace jednotlivých forem

rozpuštěného barviva, pak

C = [HI] + [I−]. (1.2)

Absorbance roztoku, která je funkćı vlnové délky je pak následuj́ıćı:

A(λ) = αI(λ) · [I−] · l + αHI(λ) · [HI] · l, (1.3)

kde αI(λ) je molárńı absorpčńı koeficient alkalické složky a αHI(λ) kyselé složky a l je
optická dráha. V naměřeném absorpčńım spektru rozpuštěného barviva pak uvid́ıme
ṕıky odpov́ıdaj́ıćı absorpci těchto dvou složek [15].

1.4.2 Absorbance

Fyzikálńı veličina absorbance je ve spektroskopii definována jako:

A(λ) = − log
(

I

I0

)

, (1.4)

kde I je intenzita zářeńı o vlnové délce λ prošlého vzorkem a I0 intenzita p̊uvodńıho
paprsku. Jedná se tedy o logaritmický útlum světla při pr̊uchodu světla vzorkem. Tento
útlum záviśı na vlastnostech vzorku a do souvislosti s absorbanćı je dává empirický
Lambert̊uv-Beer̊uv zákon, který lze vyjádřit mnoha zp̊usoby:
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I = I0 · e
ǫ(λ)lc = I0 · e

α(λ)l, (1.5)

kde l je dráha po jakou světlo procháźı vzorkem, ǫ(λ) je extinkčńı koeficient (jedná
se o imaginárńı složku komplexńıho indexu lomu), c je koncentrace a α(λ) je molárńı
absorpčńı koeficient (někdy také turbidita nebo optická hustota). Posledńı dva para-
metry charakterizuj́ı vlastnosti vzorku. Lambert̊uv-Beer̊uv zákon lze vyjádřit pomoćı
absorbance takto:

I = I0 · 10−ǫ10cl = I0 · 10−A, (1.6)

kde ǫ10 je dekadický extinkčńı koeficient (ǫ10 = ǫ/ ln 10
.
= ǫ/2.303). Poměr

T = I/I0 (1.7)

se pak nazývá transmitance (propustnost).
Z uvedených vztah̊u vyplývá, že měřeńım absorbance vzorku (resp. intenzity proš-

lého světla) můžeme určit jeho vlastnosti (koncentraci nebo turbiditu), což je využ́ıváno
např. v analytické chemii.

Měřeńım úhlové závislosti intenzity (charakteristiky rozptylu) pak také můžeme
určit tvar a velikost rozptyluj́ıćıch částic, viz dále. V reálných př́ıpadech docháźı k
útlumu zářeńı při pr̊uchodu vzorkem z d̊uvod̊u rozptylu světla a nav́ıc absorpce vzorku.
Formálně pro výslednou absorbanci plat́ı:

A = Aa + As, (1.8)

kde Aa je absorbance absorbuj́ıćı složky a As je absorbance rozptyluj́ıćı složky vzorku.
Tato aditivita absorbanćı však plat́ı pouze za předpokladu nezávislosti efekt̊u roz-

ptylu světla a selektivńı absorpce, což obecně neńı splněno. Platnost této podmı́nky je
splněna pro zředěné roztoky.

Selektivńı absorpce

Většina látek absorbuje světlo selektivně, čili po pr̊uchodu zářeńı látkou je p̊uvodńı
spektrum ochuzeno o některé vlnové délky (resp. pásy). To je zp̊usobeno elektronovými
přechody v dané látce. Elektrony excitované procházej́ıćım zářeńım, mohou energii zpět
vyzářit nebo ji pozbýt tepelným pohybem. Důsledkem toho se např́ıklad některé látky
jev́ı jako barevné.

Naměřeńım charakteristického absorpčńıho spektra můžeme určit druh a vlastnosti
látek, které se ve vzorku vyskytuj́ı. V této práci je spektra selektivńı absorpce pH
citlivé látky využ́ıváno ke stanoveńı hodnoty pH vzorku.
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1.5 Rozptyl světla

Intenzita (resp. absorbance) rozptýleného zářeńı tedy ovlivňuje celkové absorpčńı spek-
trum vzorku. Jak k rozptylu světla docháźı a jak jej lze charakterizovat se dozv́ıme v
následuj́ıćıch řádćıch.

Při š́ı̌reńı elektromagnetického zářeńı hmotným prostřed́ım, osciluj́ıćı elektrické pole
vyvolává v molekulách nucené oscilace nábojové hustoty, které jsou v prvńım přibĺıžeńı
synchronńı s bud́ıćım polem. Kmity nábojové hustoty v molekule, které je možné apro-
ximovat kmity elementárńıho dipólu, jsou zdrojem sekundárńıho elektromagnetického
zářeńı o stejné frekvenci. V dokonale homogenńım prostřed́ı, jakým je např́ıklad ideálńı
krystal, má zářeńı emitované bĺızkými molekulami definovaný fázový rozd́ıl, a proto
navzájem interferuje. Tato interference je, v př́ıpadě buzeńı rovinnou vlnou destruk-
tivńı ve všech směrech kromě směru š́ı̌reńı bud́ıćıho zářeńı [11]. Složeńım rozptýlené a
bud́ıćı vlny vzniká rovinná vlna, jej́ıž fázová rychlost je

v =
c

n
, (1.9)

kde c je rychlost světla ve vakuu a n je index lomu daného prostřed́ı. V anizotropńım
prostřed́ı je fázová rychlost světla závislá na směru jeho š́ı̌reńı a k popisu nestač́ı skalár
n, ale je nutné použ́ıt tenzorové veličiny. Této interakci světla s prostřed́ım se ř́ıká
elastický rozptyl a je při ńı zachován zákon zachováńı energie a hybnosti, nedocháźı
ke změnám vnitřńı energie molekul. Naopak v př́ıpadě kdy docháźı ke změnám vnitřńı
energie molekul se jedná o rozptyl neelastický, což je např́ıklad Raman̊uv rozptyl.

Složitěǰśı popis elastického rozptylu nastává v př́ıpadě, kdy prostřed́ı, kterým zářeńı
procháźı, obsahuje nehomogenity. Tyto nehomogenity mohou být tvořeny např. buň-
kami rozptýlenými v roztoku, makromolekulami v ńızkomolekulárńım rozpouštědle
nebo oblastmi v kapalině o rozd́ılné hustotě vzniklé tepelným pohybem molekul. Neho-
mogenity tvoř́ı rozptylová centra, která naruš́ı destruktivńı interferenci sekundárńıch
vln, jejichž následné š́ı̌reńı ve vzorku se r̊uzńı od zákona odrazu a lomu. Polarizačńı
vlastnosti a úhlové rozložeńı intenzity rozptýleného zářeńı jsou závislé na velikosti a
tvaru rozptylových center. Dı́ky teorii elastického rozptylu jsme schopni z naměřených
charakteristik rozptýleného zářeńı určit vlastnosti rozptylových center.

Při popisu elastického rozptylu na nehomogenitách lze použ́ıt aproximace, ty jsou
závislé na poměru velikosti rozptylových center v̊uči vlnové délce elektromagnetického
zářeńı, tento poměr je definován jako bezrozměrná veličina x:

x =
2πr

λ
, (1.10)

kde r je poloměr rozptylového centra a λ je vlnová délka dopadaj́ıćıho zářeńı.
Na základě velikosti veličiny x rozlǐsujeme tři typy rozptylu: Rayleigh̊uv rozptyl,

Rayleigh̊uv-Debye̊uv rozptyl a Mie̊uv rozptyl.
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Rayleigh̊uv rozptyl

Předpokladem pro popis Rayleighova rozptylu je, že velikost rozptylových center a je
mnohem menš́ı než vlnová délka procházej́ıćıho zářeńı, konkrétně se uvád́ı:

a <
λ

20
. (1.11)

Tomu odpov́ıdá hodnota x < 0.3. V tomto př́ıpadě lze považovat rozptylová centra za
elementárńı dipóly. Důsledek této aproximace je nepř́ımá závislost intenzity rozptylu
na čtvrté mocnině vlnové délky zářeńı (I ∼ 1/λ4).

Rayleigh̊uv rozptyl je nejčastěji pozorován při pr̊uchodu zářeńı plyny a je zod-
povědný mimo jiné za modrou barvu oblohy.

Rayleigh̊uv-Debye̊uv rozptyl

Toto přibĺıžeńı vycháźı z představy, že rozptylové centrum libovolného tvaru je složeno
z objemových element̊u, jež lze popsat Rayleighovou teoríı. Základńım předpokladem
je, že fáze d́ılč́ı vlny emitované libovolným objemovým elementem je závislá pouze
na poloze daného elementu v̊uči bodu pozorováńı, nikoliv na vzdálenosti po které se
š́ı̌ŕı v objemu rozptylového centra. Tedy všechny objemové elementy daného rozpty-
lového centra považujeme za excitované p̊uvodńı dopadaj́ıćı vlnou. Ke splněńı tohoto
požadavku je nutné, aby platily následuj́ıćı dvě podmı́nky:

a ≈ λ, (1.12)

čili velikost rozptylových center je srovnatelná s vlnovou délkou dopadaj́ıćıho zářeńı a
zároveň:

x ·
n− n0

n0
< 1, (1.13)

neboli index lomu rozptylového centra n muśı být bĺızký indexu lomu média n0.

Mie̊uv rozptyl

Popis Mieova rozptylu je nejobecněǰśı, ale také nejsložitěǰśı, z toho d̊uvodu je pro řešeńı
často třeba použ́ıt numerické výpočty. Dı́ky své obecnosti popisu rozptylu na sféricky
symetrických centrech o libovolné velikosti se dobře shoduje s Rayleighovou teoríı pro
malá rozptylová centra a naopak s výsledky určenými zákony odrazu, lomu a difrakćı
zářeńı pro velká rozptylová centra. Závislost absorbance na vlnové délce při Mieově
rozptylu má obecně následuj́ıćı tvar:

As ≈ λ−n, (1.14)

kde n je empirický parametr nabývaj́ı hodnoty menš́ı než čtyři. Tato závislost zne-
snadňuje korekci absorpčńıch spekter na rozptyl světla.
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Vı́cenásobný rozptyl

Vliv částic na rozptyl a absorpci dopadaj́ıćıho zářeńı záviśı nejen na jejich vlastnostech,
ale i na vzájemné vzdálenosti a poloze. Jsou-li částice bĺızko sebe, může být zářeńı
rozptýleno na v́ıce částićıch, dojde k tzv. mnohonásobnému rozptylu.

Vzájemná pozice částic určuje, zda p̊ujde o rozptyl koherentńı či nekoherentńı. Prvńı
př́ıpad nastává, jsou-li částice umı́stěny v přesně určených mı́stech, např. atomy v krys-
talové mř́ıžce, pak jsou fáze rozptýlených vln dobře definovány a elektrické intenzity se
sč́ıtaj́ı (Braggova difrakce). O nekoherentńı rozptyl se jedná v př́ıpadě, jsou-li částice
rozmı́stěny náhodně, např. pevné částice v kapalinách.

Při popisu v́ıcenásobného rozptylu máme následuj́ıćı možnosti:

• zanedbáńı v́ıcenásobného rozptylu: tento postup je použitelný u velmi zředěných
vzork̊u, kde intenzita jednou rozptýleného světla je řádově vyšš́ı než intenzita
mnohonásobně rozptýleného světla

• prvńı přibĺıžeńı mnohonásobného rozptylu: vycháźı z popisu jednonásobného roz-
ptylu se započ́ıtáńım útlumu intenzity dopadaj́ıćı vlny zp̊usobeného předchoźım
rozptylem

• difuzńı přibĺıžeńı: vycháźı z popisu difuzńıho rozptylu, čili dopadaj́ıćı vlna se
prakticky rovnoměrně ve všech směrech rozptyluje na mnoha částićıch, úhlové
rozděleńı je téměř izotropńı

Které z uvedených přibĺıžeńı použ́ıt je předurčeno koncentraćı vzorku. Přibližně
plat́ı, že je-li objemová koncentrace menš́ı než 0.1%, pak lze použ́ıt prvńı přibĺıžeńı
v́ıcenásobného rozptylu.
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Kapitola 2

Materiál a metody

2.1 Standardńı AP-test

Kvasnice, voda a chemikálie

Pro měřeńı byly použ́ıvány pivovarské kvasinky (spodně kvaśıćı) Saccharomyces cere-

visiae kmen 95 (z pivovaru Velké Popovice), které byly odeb́ırány v r̊uzných fáźıch
výroby (kvasinky z propagačńı fáze, kvasinky po prvńım, druhém a třet́ım nasazeńı v
CKT).

K měřeńı byla použ́ıvána deionizovaná voda připravená př́ıstrojem Aqual 35, jej́ı
vodivost byla menš́ı než 0.2µS.

Pro vystaveńı kvasnic osmotickému stresu byl použ́ıván sorbitol o r̊uzných koncen-
traćıch (0.4M až 1.7M). Sorbitol je alkoholický cukr, jehož sumárńı vzorec je C6H14O6

a hmotnost jednoho molu čińı 182.17 g. Pr̊umyslově je tato látka využ́ıvána k výrobě
umělých sladidel pro diabetiky, v lidském těle se totiž odbourává minimálně nebo
v̊ubec. Tento polyol neprocháźı plazmatickou membránou kvasinkových buněk a je
proto vhodný pro modelovańı osmotického tlaku.

Za účelem studia vlivu vybraných xenobiotik na vitalitu kvasnic, byly použity tyto
látky:

• Iodoacetamide (iodoacetamid, IAA) - jedná se o inhibitor blokuj́ıćı fermentaci
kvasnic. Jeho sumárńı vzorec je C2H4INO a váha jednoho molu čińı 184.96 g. Ve
vyšš́ıch koncentraćıch je karcinogenńı. (dodáván firmou Sigma-Aldrich, Inc.)

• Glucosamine (glukosamin) - je inhibitorem fosforylace glukosy na samém začátku
glykolýzy. Jeho sumárńı vzorec je C6H13NO5 a váha jednoho molu čińı 179.17 g.
Lidskému tělu je tato látka vlastńı jako součást polysacharid̊u obsažených v
kloubńı chrupavce. (dodáván firmou Sigma-Aldrich, Inc.)

• Malonate (malonát) - inhibuje oxidaci sukcinátu na fumarát v citrátovém cyklu,
čili potlačuje respiraci kvasinek. (dodáván firmou Sigma-Aldrich, Inc.)
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Obrázek 2.1: Aparatura YATA - Yeast Acidification and Turbidity Analyzer vyvinutá
na Katedře chemické fyziky a optiky při MFF UK.

• YC-TETRA - je chmelový extrakt podporuj́ıćı tvorbu a stabilitu pivńı pěny.
Jedná se o roztok sodných soĺı z chmele odvozených tetrahydroiso-alfa kyse-
lin. Tato látka je hojně využ́ıvána některými pivovary. (dodáván firmou Yakima
Chief, Inc.)

Centrifuga

Vzorky byly odstřed’ovány v centrifuze Janetzki T30. Při 1000 ot/min na vzorek
p̊usobilo 145× g, při 3000 ot/min pak 1300× g.

Měř́ıćı aparatura

Měřeńı bylo prováděno na kombinované pH-turbidimetrické titračńı aparatuře (YATA)
(viz obrázek 2.1), jej́ıž hlavńı část́ı je měř́ıćı komora naplněná imerzńı kapalinou. Tep-
lota uvnitř komory je stabilizována exterńım termostatem. Měř́ıćı komora obsahuje
magnetické mı́chadlo s nastavitelnou rychlost́ı mı́cháńı a fotometr pro měřeńı tur-
bidity vzorku. Součást́ı aparatury je také pH-metr s exterńım výstupem (PHI-04 s
pH-elektrodou Theta 90 HC133, Labio a.s., ČR) a dávkovaćı pumpa s nastavitelným
dávkovaćım režimem (NE1000, New Era Pump Systems, Inc., USA). Aparatura je
ř́ızena z PC pomoćı speciálńıho software vyvinutého Petrem Gabrielem. Měř́ıćı ko-
mora je přizp̊usobena pro 15ml vzorky měřitelné ve zkumavkách o pr̊uměru 2 cm.
Turbidimetr jež je součást́ı aparatury je vybaven LED zdrojem světla o vlnové délce
λ = 660 nm, lze j́ım měřit útlum světla při pr̊uchodu světelného paprsku vzorkem.
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Př́ıprava vzork̊u a postup měřeńı při standardńım AP-testu

Běžný postup př́ıpravy vzork̊u a pr̊uběhu měřeńı použ́ıvaný Karou (viz [7]) je modifikaćı
p̊uvodńıho postupu navrženého Opekarovou a Siglerem. Na následuj́ıćıch řádćıch je v
bodech shrnut standardńı Karou navržený postup AP-testu (podrobnosti v [7]):

• Odváž́ıme 9 g kvasnic.

• Kvasnice přidáme do 50ml destilované vody o teplotě 4 ◦C a promyjeme.

• Poté vzorek odstřed́ıme v centrifuze po cca 10min při 3000× g.

• Promýváńı a odstředěńı provedeme celkem třikrát.

• Po posledńım odstředěńı samotné kvasnice přidáme do 50ml destilované vody o
teplotě 25 ◦C a protřepeme. Zároveň spoušt́ıme čas.

• Následně celou suspenzi přidáme do 50ml destilované vody o teplotě 25 ◦C.

• Vzorek (objem suspenze 100ml) nyńı stále mı́cháme (200 ot/min) ve 250ml zku-
mavce.

• V desáté minutě přidáme 5ml glukosy (20.2% roztok).

• Odečteme hodnoty pH v desáté a dvacáté minutě.

Tento postup byl upravován a optimalizován, viz kapitola Optimalizace AP-testu.

Výpočet hodnoty AP

Hodnota AP je určována za předpokladu, že hodnota pH ve zkumavce na začátku
měřeńı je 6.3, což je pK hodnota systému CO2-HCO

−

3 [13].
Veličina AP10 odpov́ıdá výsledku spontánńı acidifikace před přidáńım glukosy. Vy-

poč́ıtá se z hodnoty pH v desáté minutě měřeńı (pH10) takto:

AP10 = 6.3− pH10. (2.1)

Veličina AP20 odpov́ıdá výsledku glukosou indukované acidifikace. Vypoč́ıtá se z hod-
noty pH ve dvacáté minutě měřeńı (pH20) takto:

AP20 = 6.3− pH20. (2.2)

Za výslednou hodnotu AP-testu je považována veličina AP20. V této práci jsou použ́ı-
vány jako ekvivalentńı pojmy: výsledek AP-testu, hodnota AP a AP20.
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Výsledná hodnota AP20 pak odráž́ı fyziologický stav buněk:

AP20 stav buněk
2.5− 2.0 dobrý fyziologický stav
2.0− 1.5 částečně poškozené

< 1.5 značně poničené

2.2 Bezkontaktńı měřeńı AP-testu

Měřeńı absorpčńıch spekter bylo prováděno na spektrometru Specord 40 od firmy
Analytik Jena a to v rozsahu vlnových délek 350 nm až 850 nm. Použité kyvety byly
plastové, optická dráha 1 cm.

pH indikátory BCP a BCG byly od firmy Sigma-Aldrich, Inc. Destilovaná voda
byla vyráběna na laboratorńım př́ıstroji Aqual 35, jej́ı vodivost byla pod 0.2µS. Byl
připraven pufr, citrát-fosfátový, o pH = 4.5. Hodnota pH roztok̊u byla upravována
pomoćı 0.1M roztoku NaOH a HCl.

Kvasinky použ́ıvané při spektroskopických měřeńıch byly spodně kvaśıćı pivovarské
kmen 95. Kontrolńı měřeńı metodou AP-testu byla prováděna na př́ıstroji YATA -
specifikace výše.

Pro současné bezkontaktńı měřeńı pH spektrometrem a kontaktńı měřeńı pH po-
moćı klasické elektrochemické sondy byla použita pr̊utoková cela, která byla umı́stěna
ve fotometru, a pH elektroda do zkumavky (25ml, stejná, která byla použ́ıvána pro
měřeńı na YATA). Tyto dva prvky pak byly spojeny do uzavřeného obvodu i s peri-
staltickou pumpou pomoćı hadiček.

Př́ıprava vzork̊u a postup měřeńı

Skladováńı a promýváńı kvasnic bylo prováděno shodně s př́ıpravou vzork̊u pro opti-
malizovaný AP-test (viz strana 39). Rozd́ıl nastává v použité koncentraci měřeného
vzorku.

Pro účely bezkontaktńıho měřeńı pH při AP-testu bylo odvažováno definované
množstv́ı kvasnic (mokré váhy), které byly přidávány do definovaného množstv́ı desti-
lované vody resp. pufru.
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Kapitola 3

Optimalizace AP-testu

Pr̊uběh a výsledek AP-testu je ovlivněn mnoha vněǰśımi a vnitřńımi faktory. Pro
zajǐstěńı reprodukovatelnosti měřeńı je nutné tyto vlivy minimalizovat nebo úplně od-
stranit. Mezi zásadńı patř́ı např́ıklad skladováńı vzorku (při dlouhodobém skladováńı
je nutné utlumit metabolickou aktivitu kvasnic sńıžeńım teploty nebo inhibuj́ıćımi
látkami), př́ıprava (promýváńı, hladověńı) a parametry měřeńı (teplota a koncentrace
kvasnic a glukosy). V této kapitole jsou faktory ovlivňuj́ıćı výsledek testu popsány a
navržen postup pro minimalizaci jejich vlivu.

3.1 Uchováváńı vzork̊u

Kontrola vitality kvasnic neńı mnohdy možná ihned po odběru a vzorky tak bývaj́ı před
vlastńım měřeńım po nějakou dobu skladovány, což může ovlivnit jejich fyziologický
stav a následně vitalitu. Snahou je kvasnice skladovat tak, aby se maximálně prodloužila
doba, po kterou si zachovaj́ı sv̊uj fyziologický stav.

Na několika vzorćıch bylo ověřeno, že při skladováńı kvasničných suspenźı pod vrst-
vou piva v lednici při teplotě 0 − 2 ◦C, výsledná hodnota AP, během prvńıch třech
dńı skladováńı roste, po daľśı tři dny se drž́ı konstantńı a po šestém dni klesá. Po-
kles výsledku AP-testu je i po deseti dnech skladováńı vzork̊u pod úrovńı 3%, jak je
ukázáno i v [2]. Data z těchto měřeńı nejsou publikována.

Vitalitu kvasnic také ovlivňuje složeńı média, ve kterém jsou skladovány. Bylo
prokázáno, že skladováńı kvasnic ve vodě nasycené CO2, fosfátem pufrovaném fyzio-
logickém roztoku (PBS) a fosfát-citrátovém pufru (pH = 4.5) má negativńı vliv na
vitalitu [2]. Viabilitu si kvasnice nejdéle udrž́ı právě při uchováváńı pod pivem.

3.2 Př́ıprava vzork̊u

Př́ıprava vzorku před samotným měřeńım zásadně ovlivňuje výsledek AP-testu. Je
nutné ji provádět tak, aby hodnota AP20 byla co nejvyšš́ı a zároveň reprodukovatelná.
Bylo ověřeno, že právě maximálńı hodnota výsledku AP-testu je správným výsledkem
odpov́ıdaj́ıćım vitalitě kvasnic [10]. Tato hodnota odpov́ıdá nejen vitalitě kvasnic,
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Obrázek 3.1: Závislost hodnoty AP20 na počtu promyt́ı vzorku před měřeńım.

ale také množstv́ı endogenńıch energetických zásob. Kvasinky s velkými vnitřńımi
zásobami (např. kvasinky z propagace) mohou vykazovat slabou acidifikaci i po přidáńı
exogenńı glukosy a zkreslit tak výsledek AP-testu (výsledná hodnota bude nižš́ı). Tzv.
hladověńım lze kvasnice donutit k vyčerpáńı endogenńıch energetických zásob, což vede
k nár̊ustu výsledné hodnoty AP, nicméně deľśı hladověńı může naopak vést k poklesu
acidifikačńı schopnosti.

Promýváńı

Mladina, ve které jsou vzorky skladovány, obsahuje zdroje energie, nečistoty a také
p̊usob́ı jako pufr. Promýváńım vzorku dojde k nahrazeńı mladiny deionizovanou vo-
dou, čili ke sńıžeńı pufrovaćı kapacity média a odstraněńı adsorbovaných látek na po-
vrchu buněk, a také k temperaci na teplotu, při které prob́ıhá měřeńı. Promýváńı bylo
prováděno destilovanou vodou o teplotě 25 ◦C.

Počet promyt́ı ovlivňuje výslednou hodnotu AP-testu, jak je vidět na obrázku 3.1.
Z grafu je zřejmé, že trojnásobné promyt́ı je postačuj́ıćı, hodnota AP20 dosahuje ma-
xima již po druhém promyt́ı. Po posledńım promyt́ı následuje

”
prudké“ odstředěńı (cca

3000 ot/min po 10min). Po něm, jsou všechny kvasnice ve vzorku sedimentované, lze
dekantovat supernatant a odvážit čistou váhu kvasnic.
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Obrázek 3.2: Pr̊uběh AP-testu dvou r̊uzných vzork̊u po třech promyt́ıch provedený
okamžitě a následuj́ıćı den.

Doba skladováńı před samotným měřeńım

Byla ověřena také doba, po kterou může být vzorek po trojnásobném promyt́ı a
prudkém odstředěńı skladován před vlastńım měřeńım, tuto prodlevu definujme jako
doba ležeńı. Z praktického hlediska je výhodné ověřit, jak dlouho můžou být vzorky
uloženy před měřeńım, kdy docháźı k prodlevám např. při př́ıpravě v́ıce vzork̊u.

Pro ověřeńı vlivu doby ležeńı na AP-test, byly připraveny dva r̊uzné vzorky kvasnic,
trojnásobně promyté a prudce odstředěné. Poté byl na vzorćıch změřen test, zbytek
kvasnic byl uložen do lednice pro srovnávaćı měřeńı po 24 hodinách (již bez jakéhokoli
odstřed’ováńı či promýváńı). Pr̊uběh test̊u je na obrázku 3.2 a výsledky v tabulce 3.1.

Z výsledných hodnot je zřejmé, že hodnota AP20 se během 24 h pro jednotlivé vzorky
změnila jen minimálně, konkrétně o 0.06 resp. 0.04, což čińı změnu o 3% resp. 2%.
Lze tedy předpokládat, že po třech promyt́ıch a prudkém odstředěńı kvasnic lze takto
sedimentovaný vzorek skladovat v lednici v řádu hodin bez vlivu na vitalitu.

Jelikož je na obrázku 3.2 zachycen v̊ubec prvńı pr̊uběh měřeńı AP-testu v této
práci, okomentujme si jej podrobně. Jak již bylo řečeno, spuštěńı času měřeńı poč́ıná
přidáńım vzorku kvasnic do destilované vody. Kvasničně buňky přirozeně reaguj́ı adap-
taćı na nové prostřed́ı. Na začátku prob́ıhá tzv. acidifikace bez substrátu (spontánńı
acidifikace), při ńıž je spotřebováván kysĺık obsažený v mediu a utilizovány endogenńı
zdroje energie. Vyčerpáńı těchto zdroj̊u se projev́ı poklesem pH suspenze a jeho sta-
bilizaćı. Hodnota pH dosažená spontánńı acidifikaćı (pH10) tedy ukazuje na množstv́ı
endogenńıch zdroj̊u energie buněk. Po přidáńı glukosy v desáté minutě měřeńı docháźı
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Tabulka 3.1: Výsledky vlivu doby ležeńı vzorku před vlastńım měřeńım na výsledky
AP-testu.

čas [h] popis pH10 pH20 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 jej́ımu zpracováńı, což se projev́ı vypuzováńım H+ vně buněk a daľśım poklesem
hodnoty extracelulárńıho pH .

Na výsledćıch předchoźıch test̊u je tedy vidět zřetelný nár̊ust (o cca 14%) hodnoty
pH10 (pokles AP10 o cca 33%) dosažené měřeńım jednotlivých vzork̊u po 24 hodinách
oproti p̊uvodńı hodnotě. Změny výsledných hodnot testu (AP20) byly komentovány
výše. Plat́ı, že pr̊uběh spontánńı acidifikace nemá vliv na výsledky testu. Ukazuje pouze
na množstv́ı energetických zásob buněk.

Hladověńı

Hladověńı je proces, při němž jsou buňky v mediu bez utilizovatelných substrát̊u a
jsou tak odkázány pouze na vlastńı zdroje energie. Při měřeńı AP-testu se může stát,
že kvasnice s bohatými endogenńımi zdroji energie po přidáńı glukosy (nebo jiného
zdroje energie) do media nereaguj́ı tak aktivně jako buňky, které maj́ı ńızké zásoby
vnitřńıch zdroj̊u. To se samozřejmě projev́ı nižš́ı výslednou hodnotou AP20, která pak
neodpov́ıdá potenciálńı vitalitě. Hladověńı, tedy sńıžeńı množstv́ı vnitřńıch zásob, pak
uvede buňky do správného fyziologického stavu, ve kterém projev́ı maximálńı potenciál
kvasné mohutnosti. Projev vitality na výsledek AP-testu byl ověřen v následuj́ıćım
experimentu.

Za pokojové teploty (cca 25 ◦C) hladověl vzorek kvasnic v destilované vodě (poměr
husté suspenze kvasnic a vody 1 : 1). Po celou dobu bylo médium mı́cháno magnetickým
mı́chadlem (cca 150 ot/min), tak aby nedošlo k sedimentaci. Před celou procedurou byl
vzorek třikrát promyt.

Během hladověńı byla část kvasnic odeb́ırána a byl na nich změřen AP-test (prvńı
vzorek bez hladověńı). Na obrázku 3.3 je pak vynesena závislost výsledné hodnoty
AP20 na době hladověńı.

Po 404minutách se výsledek AP-testu změnil o 3% od výsledku testu bez hla-
dověńı. Lze tedy předpokládat, že trojnásobné promyt́ı zajist́ı dostatečnou utilizaci
endogenńıch zdroj̊u energie a daľśı hladověńı již nemá vliv na hodnotu AP a nemuśı
být proto uplatňováno.

Tento výsledek dobře souhlaśı s výsledky uvedenými v [2], kde byly porovnány
měřeńı AP hodnoty vzork̊u vystavených hladověńı bez předchoźıho promyt́ı a s troj-
násobným promyt́ım.
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Obrázek 3.3: Závislost výsledku AP-testu na době hladověńı vzorku před měřeńım.

Koncentrace glukosy a kvasnic

Zvyšováńım koncentrace glukosy přidané do vzorku kvasnic se zvýš́ı i úroveň acidifikace,
potažmo výsledek AP-testu, stejně tak změnami koncentrace kvasnic (viz [7]). Snahou
následuj́ıćıho experimentu bylo tuto závislost AP20 ověřit a následně nalézt vhodné
koncentrace kvasnic a glukosy tak, aby byl jejich vliv (např. při nepřesném odvážeńı)
na výsledek testu minimalizován. Během testu nesmı́ doj́ıt k vyčerpáńı glukosy v mediu
(resp. k významným změnám jej́ı koncentrace) a změnit se tak podmı́nky testu.

Za účelem nalezeńı optimálńı koncentrace glukosy resp. kvasnic při AP-testu byly
naměřeny závislosti vynesené na obrázku 3.4. Z graf̊u je zřejmé, že teprve při použit́ı
koncentrace glukosy ve vzorku nad 3.13% se již hodnota AP20 měńı minimálně (kon-
krétně o cca 1%). Při použit́ı koncentrace kvasnic nad 1.33 g na 15ml docháźı k satu-
raci pr̊uběhu závislosti výsledk̊u AP20 na koncentraci. Čili v rozsahu hodnot hmotnosti
mokré váhy kvasnic 1.33− 2 g se výsledná hodnota AP měńı o necelé procento a mini-
malizuje se tak chyba výsledku testu při nepřesném navážeńı.

Naměřené vzorky měly relativně ńızkou hodnotu AP20 a to pod 2.0. Z d̊uvodu
možného vyčerpáńı glukosy v mediu u mnohem aktivněǰśıch kvasnic (hodnota AP20 na
úrovni 2.5 až 2.7) lze doporučit použ́ıváńı koncentrace glukosy 4.55% a koncentrace
kvasnic 1.5 g na 15ml destilované vody.

Je samozřejmě možné pro potřeby metody AP-testu použ́ıvat i nižš́ı gramáž kvasnic
ve vzorku (jak je nakonec učiněno v kapitole Bezkontaktńım měřeńı pH), ale je nutné
dbát na přesnost navážky a srovnáńı výsledk̊u test̊u pouze o stejných koncentraćıch
vzork̊u. Je také nutné poč́ıtat se zpomaleńım acidifikace vzorku.
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Obrázek 3.4: Závislost výsledku AP-testu na použité koncentraci glukosy a kvasnic v
15ml H2O.

Daľśı vlivy

Podstatný vliv na pr̊uběh AP-testu má teplota. Jak bylo prokázáno v předchoźıch
praćıch [13], změna teploty o 1 ◦C zp̊usob́ı změnu hodnoty AP20 o 0.1. Z tohoto d̊uvodu
byly vzorky během našich experiment̊u před samotným měřeńım temperovány na tep-
lotu měřeńı (25 ◦C), která byla udržována konstantńı pomoćı termostatu.

Daľśı jev, který ovlivňuje měřeńı vitality pomoćı AP-testu je flokulace kvasnic.
Flokulace je typickým projevem pivovarských kvasnic, kterým po prokvašeńı mladiny
usnadňuje sedimentaci (zp̊usob výroby piva spodńım kvašeńım). Aglutinaci buněk lze
zabránit několika zp̊usoby, např́ıklad přidáńım EDTA do vzorku, mı́cháńım vzorku
nebo také přidáńım glukosy.

Po vytvořeńı shluk̊u kvasinek a jejich sedimentaci se efektivně snižuje plocha, kterou
buňky mohou přij́ımat živiny. Jevem flokulace, který je zp̊usoben interakćı buněčných
stěn kvasnic se zabývá např́ıklad práce [8].

Pro účely měřeńı AP-testu je nutné flokulaci zabránit např. vhodným mı́cháńım
vzorku během měřeńı (v našem př́ıpadě magnetickým mı́chadlem). Rychlost mı́cháńı
je závislá na geometrickém uspořádáńı experimentu, na aparatuře YATA s použit́ım
zkumavky o objemu 25ml a objemu vzorku 15ml (resp. 16.5ml po přidáńı glukosy) je
postačuj́ıćı 200 ot/min (viz [2]).
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Závěry kapitoly

Minimalizaćı faktor̊u ovlivňuj́ıćıch pr̊uběh a výsledky AP-testu, které zahrnuj́ı uchová-
váńı vzork̊u, př́ıpravu vzork̊u (včetně promýváńı, doby ležeńı vzorku před samotným
měřeńım a hladověńı), koncentrace kvasnic a glukosy, teplota a flokulace, bylo dosaženo
optimálńıho postupu, při kterém lze doćılit: maximálńı výsledné hodnoty AP a repro-
dukovatelnosti měřeńı.

Při optimálńım postupu je nutné použ́ıt vzorky kvasnic uchovávané v mladině při
teplotě 0 − 2 ◦C po dobu až deseti dn̊u. Při př́ıpravě vzork̊u je nezbytné trojnásobné
promyt́ı kvasnic za účelem odstraněńı zdroj̊u energie a nečistot obsažených v mladině
a adsorbovaných na povrchu buněk, odstraněńı pufrovaćıho účinku mladiny a tempe-
race vzorku na teplotu měřeńı (25 ◦C). Bylo ukázáno, že po trojnásobném promyt́ı a
prudkém odstředěńı si takto sedimentované kvasnice udrž́ı svou vitalitu v řádu hodin.
Ovlivněńı AP-testu hladověńım vzorku v destilované vodě po jeho trojnásobném pro-
myt́ı nebylo prokázáno. Dále je nutnost́ı použ́ıt koncentraci kvasnic a glukosy při testu
za saturačńı hranićı závislosti AP20, která čińı cca 1.5 g kvasnic na 15ml destilované
vody a 4.55% koncentrace glukosy, kdy nepřesné navážeńı kvasnic neovlivńı výsledek
testu a nedojde k vyčerpáńı glukosy v mediu. V pr̊uběhu AP-testu je nutné udržovat
konstantńı teplotu (25±0.1) ◦C a zabránit flokulaci kvasnic vhodným mı́cháńım vzorku
(200 ot/min).

Optimalizovaný postup AP-testu lze shrnout do následuj́ıćıch krok̊u:

• Zásobńı roztok s kvasnicemi roztřepeme (kv̊uli homogenizaci) a odebereme z něj

”
dostatečné“ množstv́ı (cca 5ml) koncentrované suspenze.

• Vzorek krátce odstřed́ıme, cca 1000 ot/min po dobu 60 s (cca 145× g), a dekan-
tujeme pivo.

• Promyjeme destilovanou vodou (cca 15ml) o teplotě cca 25 ◦C.

• Promýváńı (včetně krátkého odstředěńı) opakujeme, provedeme celkem třikrát.

• Po třet́ım promyt́ı následuje prudké odstředěńı, cca 3000 ot/min po 10min
(1300× g), slit́ı supernatantu.

• Odváž́ıme (1.5± 0.1) g čisté váhy kvasnic.

• Přidáme 15ml destilované vody do vzorku, spust́ıme měřeńı času a vzorek roz-
třepeme.

• Měřeńı prob́ıhá za stálého mı́cháńı (200 ot/min, muśı zabránit flokulaci) a při
stabilńı teplotě 25.0± 0.1 ◦C.

• V desáté minutě přidáme 1.5ml glukosy (50% roztok); konečná koncentrace glu-
kosy v mediu 4.55% (hmotnost glukosy na objem vzorku).

• Odečteme hodnoty pH v desáté a dvacáté minutě.
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Kapitola 4

Využit́ı AP-testu

Předchoźı kapitola byla věnována studiu vlivu vněǰśıch faktor̊u na pr̊uběh a výsledky
AP-testu. Navržený optimalizovaný postup měřeńı (viz Materiál a metody) tyto vlivy
minimalizuje a je při něm dosaženo maximálńı hodnoty AP a reprodukovatelnosti
měřeńı.

Hlavńım ćılem pro použit́ı AP-testu v praxi je nalezeńı souvislosti mezi jeho
výsledky a pr̊uběhem fermentace. T́ımto se zabývala a korelaci potvrdila např. práce
[7]. V této diplomové práci je ověřena souvislost mezi výsledky testu a počtem nasazeńı
kvasnic v pivovarském provozu.

Dále se nab́ıźı otázka, jestli lze test uplatnit pro studium p̊usobeńı stresových fak-
tor̊u na buňky. Za t́ımto účelem bylo konkrétně sledováno p̊usobeńı osmotického stresu
na vitalitu buněk.

Neméně zaj́ımavá může být informace jak konkrétně odráž́ı test acidifikačńı schop-
nosti pr̊uběh metabolismu. Za t́ımto účelem bylo vybráno a použito v pr̊uběhu testu
několik druh̊u xenobiotik. Tyto látky byly také použity s ćılem nalézt inhibitor acidi-
fikace, čehož by mohlo být využito v daľśı kapitole pro studium spekter rozptyluj́ıćıho
vzorku (kvasničná suspenze) na absorpčńı spektra pH citlivé látky.

4.0.1 Vliv počtu nasazeńı kvasnic v CKT na AP-test

Hlavńı proces kvašeńı při výrobě piva dnes v mnoha pivovarech prob́ıhá v CKT (cylin-
dricko-kónických tanćıch), což jsou nádrže o objemu 2000 hl a v́ıce. Kvasnice jsou při
tomto procesu vystaveny r̊uzným stresovým faktor̊um, což se může projevit na kvalitě
prokvašeńı a v konečném d̊usledku i na chuti piva. Po prokvašeńı a flokulaci jsou kvas-
nice odebrány z tanku a opět nasazeny k daľśı fermentaci. Kvalita odebraných kvasnic
samozřejmě záviśı na vrstvě, ze které jsou odebrány. Např. na samém dně tanku se
vyskytuj́ı buňky ve špatném fyziologickém stavu (velké a staré), které často autolyzuj́ı.
Naopak ve vyšš́ıch vrstvách tanku je pak vyšš́ı zastoupeńı mladých buněk (50% až
65% panenských). Kvalita kvasnic je také ovlivněna počtem opětovného nasazeńı. S
vyšš́ım počtem nasazeńı klesá viabilita a roste počet buněk, jež jsou v r̊uzné r̊ustové
fázi, což v d̊usledku vede k projevu sńıžeńı vitality.
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Obrázek 4.1: Závislost výsledku AP-testu na počtu nasazeńı kvasnic k fermentaci, kde
−1: jsou kvasnice z propagace, 0: kvasnice před prvńım nasazeńım v CKT.

Za účelem zachyceńı poklesu vitality při opětovném nasazováńı kvasnic pomoćı
AP-testu byly proměřeny vzorky (n = 20) odebrané při prvńım až čtvrtém nasazeńı v
CKT. Pro srovnáńı byly naměřeny také AP-testy kvasnic z propagace (−1. nasazeńı)
a testy kvasnic před prvńım nasazeńım (0. nasazeńı).

Výsledky test̊u jsou vyneseny v grafu na obrázku 4.1. Měřeńı byla prováděna dle
optimalizovaného postupu, vyneseny jsou pr̊uměrné hodnoty se standardńı odchylkou.

Z grafu je vidět, že s rostoućı generaćı nasazených kvasnic klesá jejich AP20,
což odpov́ıdá předpoklad̊um. Tento pokles čińı 13% mezi kvasnicemi z propagace a
počtvrté nasazenými. S počtem nasazeńı také roste směrodatná odchylka měřeńı, což
je zp̊usobeno zvýšeným počtem výskytu jednotlivých buněk v r̊uzných r̊ustových fáźıch.
Největš́ı relativńı chyby měřeńı je dosaženo pro počtvrté nasazené kvasnice a čińı 3%,
tato ńızká hodnota relativńı chyby ukazuje na dobrou optimalizaci testu.

4.0.2 Vliv osmotického stresu na vitalitu kvasnic

Kvasnice použ́ıvané k výrobě piva jsou vystaveny mnoha stresovým faktor̊um,
např. změny pH (kyselé promýváńı zabraňuj́ıćı bakteriálńı kontaminaci), osmolarity
(promýváńı, lisováńı a fermentace v mladině vysoké stupňovitosti), koncentrace etha-
nolu, př́ısunu živin nebo teploty. Následný pr̊uběh fermentace je pak ovlivněn schop-
nost́ı adaptovat se na tyto změny.
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V přirozeném prostřed́ı pak kvasinky neustále podléhaj́ı r̊uzným změnám vněǰśıch
podmı́nek, např. změnám osmotického tlaku, a z d̊uvod̊u evolučńıch jsou schopny se
jim přizp̊usobit.

Při vložeńı buněk do destilované (tedy deionizované) vody, jež je pro ně hypo-
tonickým prostřed́ım, je vystav́ıme osmotickému stresu. Buňky jsou nuceny se vy-
rovnat s př́ısunem vody v d̊usledku osmózy, což zp̊usob́ı nár̊ust objemu buňky. Je-li
buňka v dobrém fyziologickém stavu a osmotický tlak neńı př́ılǐs velký, je schopna
se s touto stresovou situaćı vyrovnat. V opačném př́ıpadě může doj́ıt k nevratnému
poškozeńı buňky. Bylo prokázáno, že je-li buňka vystavena pomalým změnám osmo-
tického tlaku, je schopna se mu přizp̊usobovat (např. pośıleńım cytoskeletu) a odolat
vyšš́ım rozd́ıl̊um osmotických sil. Při prudkém změně koncentrace roztoku s buňkami
je vyšš́ı pravděpodobnost jejich poškozeńı.

V souvislosti s výrobou piva jsou kvasinky při hlavńım kvašeńı mladiny vystaveny
osmotickému tlaku. Mladina je vysoce koncentrované médium bohaté na zkvasitelné
cukry a je pro kvasnice hypertonickým prostřed́ım. V tomto prostřed́ı kvasinky zmenšuj́ı
sv̊uj objem v d̊usledku úbytku vody osmózou.

Za účelem studia vlivu osmotického stresu na vitalitu buněk byly proměřeny série
AP-test̊u s použit́ım r̊uzných koncentraćı sorbitolu. Nejprve byl ověřen vliv použit́ı
sorbitolu v r̊uzných částech AP-testu na jeho výsledek.

Použit́ı sorbitolu v r̊uzných částech AP-testu

Pro představu o tom, jak buňky na osmotický stres reaguj́ı byl navržen následuj́ıćı ex-
periment. Dle optimalizovaného postupu (viz stránka 39) byly skladovány a připraveny
vzorky kvasnic pro měřeńı testu do momentu, kdy maj́ı být odváženy. Dále byly
naměřeny čtyři stejné vzorky r̊uzným zp̊usobem:

1. Referenčńı měřeńı, čili daľśı postup měřeńı testu beze změny, tedy odvážeńı 1.5 g
kvasnic mokré váhy, přidáńı 15ml H2O a spuštěńı času, v 10.minutě přidáńı 1.5ml
glukosy (jej́ı konečná koncentrace 4.55%) - standardńı AP-test.

2. Stejný postup jako v bodě 1., ale mı́sto 15ml H2O použito 15ml sorbitolu (1.7M
roztok) a 1.5 g mokré váhy kvasnic - AP-test v sorbitolu.

3. Před měřeńım AP-testu hladověńı kvasnic v sorbitolu (1.7M roztok) po dobu 1 h,
poté ještě jedno promyt́ı v destilované vodě, odstředěńı (3000 ot/min po 10min),
odvážeńı 1.5 g mokré váhy a spuštěńı testu v 15ml H2O, v 10.minutě přidáńı
1.5ml glukosy (jej́ı konečná koncentrace 4.55%) - hladověńı v sorbitolu.

4. Před měřeńım AP-testu hladověńı kvasnic v H2O po dobu 1 h, poté odstředěńı
(3000 ot/min po 10min), odvážeńı 1.5 g mokré váhy a spuštěńı testu v 15ml H2O,
v 10.minutě přidáńı 1.5ml glukosy (jej́ı konečná koncentrace 4.55%) - hladověńı
v H2O.

Pr̊uběhy AP-test̊u naměřených předchoźımi postupy jsou zobrazeny na obrázku 4.2
a výsledky jsou shrnuty v tabulce 4.1.
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Obrázek 4.2: Pr̊uběhy AP-test̊u v závislosti na použit́ı 1.7M roztoku sorbitolu v
r̊uzných částech jejich pr̊uběhu.

Výsledky v tabulce 4.1 ukazuj́ı, že byl-li AP-test proveden optimalizovaným
zp̊usobem je výsledná hodnota AP20 = 2.56, což ukazuje na velmi dobrý fyziologický
stav kvasnic.

Předcházelo-li měřeńı hodinové hladověńı vzorku v destilované vodě, mělo to na
výsledek testu minimálńı vliv (změna AP20 o cca 1%), což odpov́ıdá výsledk̊um
předchoźıch experiment̊u s hladověńım provedeným v předchoźı kapitole (viz stránka
36). V této souvislosti stoj́ı za povšimnut́ı (viz tabulka 4.1) rozd́ılné hodnoty pH
dosažené v desáté minutě měřeńı (pH10) pro vzorky naměřené postupem 1. a 4., ve
kterých se projevilo hodinové hladověńı před testem poklesem výsledku spontánńı aci-
difikace AP10 o 14%.

Tabulka 4.1: Výsledky AP-test̊u při použit́ı 1.7M roztoku sorbitolu v r̊uzných částech
jejich pr̊uběhu.

postup popis pH10 pH20 AP10 AP20

1. standardńı AP-test 4.06 3.74 2.24 2.56
2. AP-test v sorbitolu 4.39 4.38 1.91 1.92
3. hladověńı v sorbitolu 5.34 4.93 0.96 1.37
4. hladověńı v H2O 4.38 3.76 1.92 2.54
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Pro srovnáńı s měřeńım testu dle optimálńıho postupu byl použit postup č. 2.,
tedy mı́sto 15ml destilované vody (do které se následně přidává 1.5 g kvasnic) bylo
použito 15ml sorbitolu (1.7M roztok). Z grafu na obrázku 4.2 je zřejmé, že při ta-
kovémto postupu kvasinky vykazuj́ı nulovou acidifikaci po přidáńı vněǰśıho substrátu
(1.5ml glukosy) v desáté minutě měřeńı. Hodnota pH dosažená spontánńı acidifikaćı
je pravděpodobně ovlivněna pH samotného sorbitolu a nevratným poškozeńım buněk.
Hodnota pH samotného sorbitolu nebyla naměřena.

Posledńı vzorek byl připraven dle postupu 4. a byl tedy vystaven hodinovému hla-
dověńı v sorbitolu (1.7M roztok). Výsledná hodnota AP20 čińı pouze 1.37 a z pr̊uběhu
křivky (obrázek 4.2) je vidět velmi slabá odezva na přidáńı glukosy v desáté minutě
měřeńı, což je pravděpodobně zp̊usobeno poškozeńım buněk. Můžeme tedy usoudit,
že vzorku vystavenému hladověńı po dobu jedné hodiny ve výrazně hypertonickém
prostřed́ı v podobě roztoku sorbitolu klesla hodnota viability a zbylé buňky byly
schopny jen velmi slabě acidifikovat vněǰśı prostřed́ı po přidáńı glukosy. Tento jev
souviśı s faktem, že koncentrace sorbitolu 1.7M odpov́ıdá asi trojnásobku přirozené
vnitřńı osmolarity buněk kvasnic (viz [1]) a docháźı při ńı k plazmolýze buněk.

Jelikož vzorek naměřený modifikaćı AP-testu dle postupu č. 2 (AP-test v sorbitolu)
na přidáńı vněǰśıho substrátu v̊ubec nereagoval, v daľśıch experimentech bylo postu-
pováno dle alternativy 3. a byla proměřena závislost výsledku testu na koncentraci
sorbitolu (ve kterém vzorek hladov́ı).

Vliv hladověńı v sorbitolu r̊uzné koncentrace na výsledek AP-testu

V předchoźıch odstavćıch jsme źıskali představu o tom, jak osmotický stres simulovaný
p̊usobeńım molekul sorbitolu ovlivňuje pr̊uběh a výsledky AP-testu. Nyńı se zaměř́ıme
na jednu z alternativ použitých v předchoźım experimentu.

Pro účely měřeńı vlivu hladověńı kvasnic v sorbitolu o r̊uzné koncentraci, jež je
pro kvasnice osmotickým stresovým prostřed́ım byl pozměněn optimalizovaný AP-test
následovně. Všechny kroky zahrnuj́ıćı skladováńı a př́ıpravu vzorku z̊ustaly nezměněny,
po trojnásobném promyt́ı vzorku byly kvasnice umı́stěny do roztoku sorbitolu (o kon-
centraci: 1.2M, 0.8M a 0.4M), kde byly mı́chány po dobu 30min. Jako reference byl
změřen čtvrtý vzorek standardńım zp̊usobem, čili bez hladověńı. Buňky nebylo nutné
vystavovat hladověńı v destilované vodě (tak jako v předchoźım experimentu), jelikož
po trojnásobném promyt́ı vzorku nemá na výsledek AP-testu vliv.

Pr̊uběhy takto provedených AP-test̊u jsou na obrázku 4.3 a výsledné hodnoty shr-
nuty v tabulce 4.2. Při standardńım provedeńı AP-testu kvasinky vykazovaly výslednou
hodnotu AP20 = 2.42, což ukazuje na dobrou vitalitu buněk.

Při hladověńı buněk po 30min v sorbitolu se hodnota AP20 s rostoućı koncentraćı
sorbitolu snižovala. Maximálńı pokles byl zaznamenán při nejvyšš́ı použité koncentraci
sorbitolu (1.2M roztok) na AP20 = 1.31, což je pokles o 46% z p̊uvodńı hodnoty
naměřené bez sorbitolu. Výsledná hodnota testu AP20 = 1.31 již odpov́ıdá značně
poškozeným buňkám. Pr̊uběh poklesu hodnot AP20 je zachycen na obrázku 4.4.

Výsledky naznačuj́ı, že č́ım vyšš́ı je osmotický tlak (v podobě př́ıtomnosti sorbitolu v
roztoku) p̊usob́ıćı na buňky během hladověńı, t́ım menš́ı je projev vitality v následném
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Obrázek 4.3: Pr̊uběh AP-testu po hladověńı vzork̊u v r̊uzných koncentraćıch sorbitolu.

AP-testu. Tento jev může být zp̊usoben zvýrazňováńım vlivu osmotického stresu na
buňky a také poklesem viability vzorku.

Uvedená měřeńı ukazuj́ı jednoznačný vliv p̊usobeńı osmotického stresu na vitalitu
buněk. V pivovarském provozu jsou kvasnice vystaveny osmotickému tlaku zejména při
procesu hlavńıho kvašeńı, které prob́ıhá v CKT. Mladina bohatá na zkvasitelné cukry
(zejména maltosu) je pro pivovarské kvasnice vynikaj́ıćı živné médium. Obsahuje však
i jiné látky, které pro buňky zkvasitelné nejsou a neprocháźı ani přes plazmatickou
membránu. Mladina je tedy pro kvasinky prostřed́ı hypertonické a úroveň osmotického
tlaku na buňky roste se stupňovitost́ı mladiny. Vliv osmotického tlaku na vitalitu buněk
fermentuj́ıćıch v mladině (prostřed́ı bohaté na živiny) o r̊uzné stupňovitosti byl stu-
dován v následuj́ıćım experimentu. Ten byl prováděn ve spolupráci s Výzkumným
ústavem pivovarským a sladařský, a.s (VÚPS).

Tabulka 4.2: Shrnut́ı výsledk̊u AP-testu s vlivem osmotického stresu při hladověńı v
r̊uzných koncentraćıch sorbitolu.

c [M] pH10 pH20 AP10 AP20

0 4.53 3.88 1.77 2.42
0.4 4.52 3.91 1.78 2.39
0.8 4.76 4.25 1.54 2.05
1.2 5.36 4.99 0.94 1.31
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Obrázek 4.4: Závislost výsledku AP-testu na koncentraci sorbitolu, ve kterém kvasnice
hladověly.

Vliv osmotického tlaku na vitalitu kvasnic fermentuj́ıćıch v mladině r̊uzné
stupňovitosti

V předchoźım experimentu bylo ukázáno, že osmotický tlak v podobě hladověńı buněk v
sorbitolu má jednoznačný vliv na vitalitu. Nyńı bude studováno, jakou roli při p̊usobeńı
osmotického stresu na buňky hraje mladina, ve které buňky fermentuj́ı.

Měřeńı všech AP-test̊u proběhlo dle optimalizovaného postupu (viz stránka 39),
vzorky se lǐsily v tom, za jakých podmı́nek buňky fermentovaly. Každý vzorek byl
celkem třikrát nasazen do kvasného válce a to cca s týdenńım odstupem:

1. Byla připravena mladina o třech r̊uzných stupňovitostech: 12 ◦, 16 ◦ a 20 ◦. Mla-
diny 16 ◦ a 20 ◦ byly připraveny z mladiny 12 ◦ přidáńım sorbitolu pro vyvoláńı
osmotického tlaku odpov́ıdaj́ıćıho požadované stupňovitosti (takže obsah zkvasi-
telných cukr̊u z̊ustal zachován). Do jednotlivých mladin pak byly nasazeny kvas-
nice a bylo provedeno modelové kvašeńı v kvasném válci (cca 5 dńı). Poté byla z
každého válce odebrána část kvasnic (z každého po dvou vzorćıch) a na nich pak
změřen AP-test.

2. Byla opět připravena mladina stejně jako v předchoźım př́ıpadě. Do jednotlivých
kvasných válc̊u pak byly opětovně nasazeny kvasnice z 1. nasazeńı dle mladiny
odpov́ıdaj́ıćı stupňovitosti. Po skončeńı modelového kvašeńı byla opět odebrána
část kvasnic (po dvou vzorćıch) a na nich změřen AP-test.
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Tabulka 4.3: Shrnut́ı výsledk̊u měřeńı vlivu nasazeńı kvasnic v mladině r̊uzné
stupňovitosti na vitalitu. Označeńı vzorku odpov́ıdá stupňovitosti mladiny, v ńıž fer-
mentoval, 12 ◦

16 ◦ pak znač́ı kvasnice nasazené poprvé a podruhé v 16 ◦ mladině, analo-
gicky pro 12 ◦

20 ◦ .

nasazeńı čas [dn̊u] vzorek pH10 pH20 AP10 AP20

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 3.89 2.08 2.41

3. 13 12 ◦ 3.98 3.76 2.32 2.55
12 ◦

16 ◦ 4.03 3.75 2.28 2.55
12 ◦

20 ◦ 3.97 3.74 2.34 2.56

3. Potřet́ı byla připravena třikrát tatáž 12 ◦ mladina. Následovalo opětovné nasazeńı
kvasnic (již třet́ı) do kvasných válc̊u. Po ukončeńı modelového kvašeńı byla opět
odebrána část vzork̊u (z každého válce dvakrát) a na nich změřen AP-test.

Výsledky všech naměřených test̊u jsou shrnuty v tabulce 4.3, hodnoty jsou pr̊uměrné
z každé dvojice naměřených vzork̊u. Maximálńı dosažená standardńı odchylka měřeńı
je pod úrovńı 4%, v tabulce nejsou chyby měřeńı uvedeny (viz obrázek 4.5 i s chybami
měřeńı). Z hodnot uvedených v tabulce vid́ıme, že po prvńım nasazeńı je výsledek AP-
testu kvasnic fermentuj́ıćıch v 12 ◦ mladině AP20 = 2.55, což odpov́ıdá velmi dobrému
fyziologickému stavu buněk.

Ostatńı výsledky AP-test̊u vzork̊u fermentuj́ıćıch v prostřed́ı o vyšš́ım osmotickém
tlaku se mı́rně lǐśı od této hodnoty, lze zaznamenat pokles AP20 s rostoućı stupňovitost́ı
mladiny.

Ve výsledćıch AP-testu po druhém nasazeńı je vidět pokles hodnot AP20 o 0%, 1%
a 2.5 % oproti prvńımu nasazeńı. Tyto změny ve vitalitě se pohybuj́ı pod a nad hranićı
přesnosti AP-testu. Nakonec po třet́ım nasazeńı výsledné hodnoty AP20 vzrostly na
úroveň hodnot po prvńım nasazeńı nebo byly dokonce ještě výše. Zároveň po posledńım
nasazeńı vzrostly standardńı odchylky měřeńı na již zmiňovaných cca 4%.

Grafický pr̊uběh hodnot výsledk̊u testu i se standardńımi odchylkami měřeńı je
znázorněn na obrázku 4.5. Z tohoto obrázku je vidět, že počátečńı vitalita jednotlivých
vzork̊u byla nižš́ı s vyšš́ı stupňovitost́ı mladiny. Po druhém nasazeńı je zřetelný po-
kles vitalit vzork̊u a po třet́ım nasazeńı opětovný nár̊ust. S rostoućım počtem dn̊u od
prvńıho nasazeńı kvasnic rostla i standardńı odchylka měřeńı, to je zp̊usobeno větš́ım
počtem buněk ve vzorku, jež jsou v r̊uzných r̊ustových fáźıch.

Lze tedy usuzovat, že dlouhodobý vliv osmotické stresu při kultivováńı kvasnic
se neprojevuje na jejich vitalitě. Živné médium v podobě na zkvasitelné cukry bohaté
mladiny p̊usob́ı jako ochranný faktor pro buňky, jež jsou schopny se osmotickému tlaku
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Obrázek 4.5: Grafické znázorněńı výsledk̊u AP-testu měřeného po jednotlivých nasa-
zeńıch kvasnic, jež studuje vliv osmotického tlaku při fermentaci buněk v mladině r̊uzné
stupňovitosti.

přizp̊usobit. V porovnáńı s předchoźım experimentem, kdy se vliv osmotického stresu
na vitalitu jednoznačně projevil poklesem vitality, můžeme ř́ıci, že osmotický stres má
pouze akutńı účinek a z dlouhodobého hlediska se neprojev́ı na vitalitě kvasnic.

4.0.3 Inhibice metabolických proces̊u

Inhibice je označeńı procesu, který brzd́ı, omezuje, zadržuje, zamezuje, utlumuje nebo
zpomaluje jiný subjekt nebo jev, v našem př́ıpadě chemickou reakci. Látkám, jež che-
mické reakce inhibuj́ı se ř́ıká inhibitory a většinou se jedná o xenobiotika, neboli cizo-
rodé látky jež nevznikaj́ı v lidském těle.

Z pohledu této práce jsou inhibitory zaj́ımavé pro studium vlivu inhibice některé
z reakćı metabolické dráhy zpracováńı cukr̊u v buňkách kvasinek na zpomaleńı nebo
zastaveńı acidifikace vněǰśıho prostřed́ı, což se odraźı na pr̊uběhu a výsledćıch AP-testu.

Daľśı motivaćı, pro studium vlivu inhibitor̊u na test vitality je nalezeńı takové látky,
která by zastavila acidifikaci a zároveň jinak neovlivnila pr̊uběh testu a charakter buněk.
Toho by bylo možné využ́ıt v daľśı kapitole (Bezkontaktńı měřeńı pH), při studiu vlivu
mnohonásobného rozptylu (na buňkách) na spektra absorbuj́ıćı látky (podrobnosti v
daľśı kapitole).
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V následuj́ıćım experimentu byl zkoumán vliv třech inhibitor̊u blokuj́ıćıch r̊uzné
části metabolismu a jako čtvrtý inhibitor byla použita látka YC-TETRA, což je chme-
lový extrakt. Vliv této látky na metabolismus neńı zcela objasněn.

Inhibuj́ıćı látky byly zvoleny dle osobńıho doporučeńı Karla Siglera, konkrétně se
jednalo o tyto látky: iodoacetamid (IAA), glukosamin a malonát, charakteristika těchto
látek viz Materiál a metody.

Pro účely následuj́ıćıch měřeńı byla zachována př́ıprava vzork̊u dle optimalizovaného
AP-testu (viz strana 39), byl však upraven postup měřeńı. Důležité kroky experimentu
lze shrnout do následuj́ıćıch bod̊u:

• Byly připraveny roztoky inhibitor̊u a dále vzorky kvasnic dle optimalizovaného
postupu, čili třikrát promyté, odstředěné (3000 ot/min po 10min) a z nich
odváženo 1.5 g mokré váhy.

• Kvasnice byly zality destilovanou vodou a bylo spuštěno měřeńı času. Objem H2O

ve vzorku:

– 16.5ml pro referenčńıho měřeńı AP-testu bez vlivu xenobiotika

– 15ml pro měřeńı AP-testu s xenobiotikem.

• V desáté minutě přidáno 1.5ml (50% roztoku glukosy), konečná koncentrace
glukosy ve vzorku 4.2% (se započteńım dávky inhibitoru).

• Bezprostředně po přidáńı glukosy bylo do vzorku nadávkováno 1.5ml inhibitoru
(36.4mM roztok v konečné koncentraci).

Pr̊uběhy AP-test̊u naměřených dle uvedeného postupu jsou na obrázku 4.6 a souhrn
výsledných hodnot pak v tabulce 4.4. Výsledek testu pro referenčńı vzorek, jež nebyl
ovlivněn přidáńım inhibitoru (jehož pr̊uběh měřeńı byl modifikován oproti optimali-
zovanému postupu pouze přidáńım 16.5ml H2O mı́sto 15ml kv̊uli srovnáńı koncentraćı
glukosy a kvasnic s ostatńımi vzorky), čińı AP20 = 2.53, což odpov́ıdá buňkám v
dobrém fyziologickém stavu.

Z pr̊uběh̊u test̊u na obrázku 4.6 je zřejmé, že látky malonát a YC-TETRA maj́ı
značný alkalizuj́ıćı účinek na vzorek. Po přidáńı těchto látek do vzorku vzrostlo pH
o v́ıce než 40% (malonát) a v́ıce než 20% (YC-TETRA), což znehodnocuje výsledky

Tabulka 4.4: Souhrn výsledk̊u AP-testu s použit́ım r̊uzných typ̊u inhibitor̊u.

vzorek pH10 pH20 AP10 AP20

bez inhibitoru 4.21 3.77 2.09 2.53
IAA 4.16 4.16 2.14 2.14

glukosamin 4.25 4.09 2.05 2.21
malonát 4.27 5.68 2.03 0.62

YC-TETRA 4.22 5.26 2.08 1.04

49



 3.5

 4

 4.5

 5

 5.5

 6

 6.5

00:00 02:00 04:00 06:00 08:00 10:00 12:00 14:00 16:00 18:00 20:00

p
H

t [min:s]

bez inhibitoru
IAA

glukosamin
malonat

YC-TETRA

Obrázek 4.6: Pr̊uběhy AP-test̊u s použit́ım r̊uzných typ̊u inhibitor̊u.

AP-testu těchto vzork̊u. Zásaditá povaha malonátu, která se projevila zvýšeńım pH
vzorku po jeho přidáńı, odpov́ıdá inhibuj́ıćım vlastnostem této látky. Malonát totiž
blokuje přeměnu sukcinátu na fumarát, která v rámci citrátového cyklu prob́ıhá v
mitochondriálńı matrix, kde je cca pH = 8.

Z pr̊uběhu křivek AP-testu po přidáńı glukosaminu a IAA v desáté minutě měřeńı
je vidět, že tyto látky nezměnily bezprostředně pH vzorku jako předchoźı látky. Daľśı
změny pH v pr̊uběhu testu jsou skutečným projevem metabolizmu v podobě acidifikace
vněǰśıho prostřed́ı na přidáńı xenobiotika.

Po přidáńı glukosaminu vzorek vykazuje téměř nulovou acidifikaci, jinými slovy
buňky nereaguj́ı na přidáńı vněǰśıho substrátu v podobě glukosy. Tomuto výsledku ne-
odpov́ıdá stále relativně vysoká hodnota AP20 = 2.21 tohoto vzorku, která je zkreslena
spontánńı acidifikaćı v prvńıch deseti minutách měřeńı. Pr̊uběh AP-testu s glukosami-
nem dobře odpov́ıdá charakteru p̊usobeńı tohoto inhibitoru na buňku.

Glukosamin je látka velmi podobná glukose, lǐśı se pouze změnou hydroxylové sku-
piny (OH) na uhĺıku 2 za skupinu NH2. Tato chemická podobnost čińı glukosamin tzv.
kompetitivńım inhibitorem glukosy při jej́ı fosforylaci (prvńı reakce glykolýzy). Meta-
bolická dráha glukosy je t́ım pádem zablokována hned na začátku, což se v konečném
d̊usledku projev́ı nulovou acidifikaćı vněǰśıho prostřed́ı. Jak již bylo řečeno a z grafu je
vidět, byla zaznamenána malá změna pH po přidáńı glukosaminu a to o cca 4%. To lze
vysvětlit zp̊usobem přidáńı této látky do vzorku. Nejprve byla buňkám nadávkována
glukosa a teprve po cca 20− 25 sekundách glukosamin. Během této doby zřejmě došlo
k difuzi části glukosy do buněk a spuštěńı glykolýzy ještě před přidáńım inhibitoru.
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Výsledky AP-testu s IAA uvedené v tabulce 4.4 ukazuj́ı, že buňky po prvńıch deseti
minutách dosáhly spontánńı acidifikaćı pH10 = 4.16 a tato hodnota pH byla stejná i
na konci měřeńı po dvaceti minutách. To je ostatně vidět i na uvedeném obrázku 4.6,
graf křivky se však vyznačuje razantńımi změnami pH ve svém pr̊uběhu. Po přidáńı
glukosy následuje pokles pH až na minimum pH = 3.7, tato hodnota je srovnatelná s
konečnou hodnotou pH20 na konci referenčńıho měřeńı. Poté následuje netypický nár̊ust
pH až na konečnou zmiňovanou hodnotu pH20 = 4.16. Tento pr̊uběh je pravděpodobně
zp̊usoben pomalým pronikáńım IAA do buněk, který se projev́ı opožděným zastaveńım
acidifikace.

Měřeńı AP-test̊u s použit́ım r̊uzných inhibitor̊u v jejich pr̊uběhu ukázala, že xe-
nobiotické látky mohou zásadńım zp̊usobem ovlivnit metabolismus buněk, což se pro-
jev́ı na pr̊uběhu či výsledćıch testu. Výsledky naznačuj́ı, že glukosamin a IAA jsou
vhodnými látkami pro zastaveńı acidifikace, za t́ımto účelem by měly být aplikovány
před přidáńım glukosy do media a IAA nav́ıc s větš́ım časovým předstihem. Tato vlast-
nost glukosaminu se dobře hod́ı pro analýzu vlivu rozptylu na kvasničných buňkách na
absorpčńı spektrum látky citlivé na pH , čehož však nebylo z časových d̊uvod̊u v daľśı
kapitole využito.

Malonát a YC-TETRA ovlivňuj́ı pr̊uběh AP-testu svou zásaditou povahou, čili vliv
na vitalitu kvasnic neńı zřejmý. Pro daľśı studium vlivu těchto látek se nab́ıźı několik
úprav navrženého experimentu, např. úprava pH chemické látky před přidáńım do
vzorku.

Závěry kapitoly

V této kapitole byly provedeny experimenty, jež měly ověřit využitelnost optimalizo-
vaného AP-testu na vzorćıch kvasnic použitý v pr̊umyslovém provozu. Za t́ımto účelem
byl pomoćı AP-testu sledován vliv opětovného nasazeńı kvasnic na jejich vitalitu. Z
experimentálńıch výsledk̊u je zřejmý pokles vitality se zvyšuj́ıćım se počtem nasazeńı
až o 13% mezi kvasnicemi z propagace a počtvrté nasazenými kvasnicemi (viz obrázek
4.1).

Měřeńı simuluj́ıćı p̊usobeńı osmotického stresu na buňky v podobě r̊uzných osmo-
tických tlak̊u vyvolaných použit́ım alkoholického cukru sorbitolu naznačuj́ı, že osmo-
tický tlak p̊usob́ıćı dlouhodobě při fermentaci buněk v mladině nemá na vitalitu buněk
vliv, projevuje se pouze takzvaný akutńı účinek. Akutńı účinek se na vitalitě proje-
vil při hladověńı buněk v hypertonickém prostřed́ı. Potvrzuje se tak, že mladina má
ochranný vliv na kvasničné buňky při p̊usobeńı zvýšeného osmotického tlaku, jemuž
jsou vystaveny např. při výrobě piva vyšš́ı stupňovitosti.

Byl ověřen vliv vybraných xenobiotik na pr̊uběh a výsledky AP-testu. Ukázalo se,
že látky IAA a malonát jsou vhodné pro zablokováńı acidifikace.
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Kapitola 5

Bezkontaktńı měřeńı pH

V předchoźıch dvou kapitolách byla popsána optimalizace metody AP-testu a byla
ukázána jeho využitelnost při studiu vitality pr̊umyslově nasazených vzork̊u či při reakci
kvasnic na r̊uzné stresové faktory. Měřeńı pH bylo bez výhrad prováděno klasickou elek-
trochemickou sondou. To přináš́ı některé nevýhod, jak již bylo zmı́něno dř́ıve. Z těchto
d̊uvod̊u se nab́ıźı použit́ı bezkontaktńıho měřeńı pH použit́ım pH-senzitivńıch látek a
fotometrickým sńımáńım vzork̊u. Jedńım z úkol̊u této práce bylo ověřit použitelnost
těchto měřeńı, která nejsou limitována množstv́ım vzorku, nav́ıc je při nich pH měřeno
z celého objemu vzorku a umožňuj́ı principiálně měřit v́ıce vzork̊u současně.

Spektrometrická měřeńı kvasničných suspenźı (použ́ıvaných při AP-testu) však
přináš́ı jiné nevýhody a to předevš́ım problémy s vysokou absorbanćı a vlivem mno-
honásobného rozptylu na měřené spektrum. V těchto vzorćıch jsou rozptylovými cen-
try celé buňky a jednotlivé organely a vzhledem k jejich charakteristickým velikos-
tem se použ́ıvá popisu Mieova rozptylu. Ten je však přesný pro koule s homogenńım
rozložeńım indexu lomu. Buňky (konkrétně kvasinky) jsou však objekty r̊uzných tvar̊u
a maj́ı složitou vnitřńı strukturu, č́ımž se stává obecný popis úhlové charakteristiky
rozptylu na těchto vzorćıch velmi složitý. Rozptylu světla na buněčných suspenźıch
se běžně využ́ıvá např. k měřeńı r̊ustových křivek kvasinek sledováńım změn intenzity
pod daným úhlem.

V této práci konkrétně jsou naměřená kombinovaná spektra (viz obrázek 5.9 nebo
5.11) tvořena rozptyluj́ıćı složkou v podobě separonu nebo suspenze kvasnic a absor-
buj́ıćı složkou v podobě pH citlivé látky. Ćılem je z takového spektra extrahovat část
patř́ıćı pH-indikátoru a z něj určit pH suspenze. Za t́ımto účelem bylo nutné nejdř́ıve
nalézt vhodný pH-indikátor, naměřit jeho spektrálńı charakteristiku a určit vhodnou
koncentraci pro měřeńı s rozptyluj́ıćımi částicemi. Stejně tak bylo nutné naměřit spek-
troskopické vlastnosti rozptyluj́ıćı části vzorku (buněk kvasnic) předevš́ım s ohledem
na koncentraci, která ovlivňuje mnohonásobný rozptyl. Koncentrace obou látek nav́ıc
musela být taková, aby absorbance vzorku byla pod třemi absorpčńımi jednotkami -
maximálńı citlivost́ı spektrometru.

Jak bylo napsáno dř́ıve, absorpčńı spektrum barviva je složeno za dvou část́ı (al-
kalické a acidické dle vztahu 1.3), označme ho jako ABCG(λ). Je ovlivněno přidáńım
rozptyluj́ıćıch center do vzorku (např. kvasnice nebo separon), jejich absorbanci
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označme jako Arozptyl(λ). Dohromady tato dvě spektra daj́ı spektrum výsledné, které
měř́ıme, označme ho jako A(λ). Při ńızkých koncentraćıch rozptyluj́ıćıch center plat́ı,
že Arozptyl(λ) je úměrná koncentraci rozptylových center a celková absorbance vzorku
A(λ) je dána součtem absorbance rozptyluj́ıćı část́ı vzorku a absorbuj́ıćı část́ı vzorku:

A(λ) = Arozptyl(λ) + ABCG(λ). (5.1)

Tento vztah však neplat́ı pro vyšš́ı koncentrace rozptyluj́ıćıch částic a vliv rozptylu na
spektra je komplexńı. Nedocháźı tak pouze ke zvýšeńı hodnot absorbance v d̊usledku
rozptylu, ale také k celkovému zploštěńı absorpčńıho spektra.

Daľśı postup pro źıskáńı pH z naměřeného spektra tedy spoč́ıvá v odečteńı roz-
ptylové složky spektra (Arozptyl(λ)) od celkového spektra A(λ) a nalezeńı funkce, která
jednoznačně přǐrad́ı spektru ABCG(λ) hodnotu pH . Za t́ımto účelem zaved’me parametr
R, který vypočteme z naměřeného spektra, a ten bude proměnnou funkce pH(R).

Výpočet parametru R ze spektra ABCG(λ) lze provést mnoha zp̊usoby, např.
rozložeńım kombinovaného spektra do jednotlivých složek (rozptyluj́ıćı část, alkalická
část BCG a acidická část BCG) a z nich pak určit R (kombinaćı rovnic 5.1 a 1.3, v́ıce v
[3]) nebo vypočteńım plochy pod křivkou spektra, která se měńı s pH . Druhý zp̊usob
je použit v této práci.

Výpočet parametru R

V této práci je tedy parametr R vypočten z plochy pod křivkou daného absorpčńıho
spektra barviva. Pro tento parametr jsou d̊uležité následuj́ıćı předpoklady: nezávislost
na koncentraci barviva ve vzorku a jednoznačné přǐrazeńı R (resp. pH) danému spektru.

Prvńı předpoklad je splněn při použit́ı normovaných spekter a ńızkých koncentraćıch
BCG ve vzorku (do 1µM koncentrace roztoku BCG, jak je určeno na straně 58). Druhý
předpoklad pro takto zavedený parametr je také splněn, podrobnosti na straně 60.

Spektra barviva je tedy nutné normovat a to na absorbanci na vlnové délce isobe-
stickému bodu (viz dále) kv̊uli nezávislosti jejich pr̊uběhu na koncentraci (v př́ıpadě
BCG se jedná o λ = 512 nm). Integraćı normovaného spektra pak źıskáme parametr R.
Integračńı meze byly zvoleny v rozsahu vlnových délek λ = 400 nm až λ = 750 nm. Na
vlnové délce λ = 400 nm je totiž vedleǰśı maximum alkalické složky BCG a na vlnové
délce λ = 750 nm již barvivo neabsorbuje, což je významné při zpracováńı kombino-
vaných spekter. Výpočet R tedy:

R =

750
∫

400

ĀBCG(λ), (5.2)

kde ĀBCG(λ) je absorpčńı spektrum samotného barviva normované na absorbanci na
vlnové délce λ = 512 nm.

53



Obrázek 5.1: Strukturńı vzorec pH indikátoru bromocresol purple (BCP).

5.1 Volba barviva a jeho citlivost na pH

Volbu pH citlivé látky je nutné provést předevš́ım s ohledem na rozsah pH , pro který
lze spektroskopicky detekovat změny v absorpci. V této práci byly na doporučeńı
Karla Siglera. ověřeny vlastnosti dvou pH indikátor̊u a to Bromocresol purple - BCP a
Bromocresol green - BCG, vzhledem k jejich vlastnostem: nepronikaj́ı přes cytoplasma-
tickou membránu kvasinek a nejsou adsorbovány jejich povrchem (v př́ıpadě BCG byla
tato vlastnost ověřena experimentálně, viz strana 59).

Charakteristická absorpčńı spektra těchto dvou látek v závislosti na pH roztoku
jsou na obrázćıch 5.2 a 5.5.

5.1.1 Bromocresol purple

Tato látka má chemický vzorec C21H16Br2O5S a váha jednoho molu této látky čińı
540.223 g. Strukturńı vzorec molekuly je na obrázku 5.1.

Na obrázku 5.2 jsou vynesena absorpčńı spektra roztok̊u BCP při r̊uzných pH . Z
graf̊u je zřejmé, že spektrum BCP má dvě hlavńı maxima na vlnových délkách λ =
431 nm a λ = 588 nm odpov́ıdaj́ıćı absorpci acidické a alkalické formy této látky (dle
rovnice 1.3).

pH roztok̊u bylo upravováno pomoćı 0.1M NaOH a HCl. Naměřená spektra nejsou
korigovaná na změny koncentrace zásobńıho roztoku, z tohoto d̊uvodu se křivky ne-
prot́ınaj́ı v jediném bodě - isobestickém.

Absorpčńı spektra tzv.
”
čistých“ forem (čili pouze alkalické a pouze acidické složky)

této látky nebyla naměřena.
K určeńı vhodnosti barviva BCP pro použit́ı při metodě AP-testu bylo nutné kvan-

tifikovat jeho spektrálńı citlivost při změnách pH . Za t́ımto účelem je z obrázku 5.2
vynesena závislost absorpčńıch maxim λ = 431 nm a λ = 588 nm na hodnotě pH ,
pr̊uběh této závislosti je na obrázku 5.3. Z těchto graf̊u lze určit, že změna maxim ab-
sorbance při změně pH v rozsahu 3.5− 5.0 čińı cca 8% resp. 19%. Zmiňovaný rozsah
pH je významný při metodě AP-testu (přesněji pH = 3.6 − 5.3). Vzhledem k tomu,
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Obrázek 5.2: Závislost absorbance roztoku BCP v destilované vodě na pH (nekorigované
spektrum).

že změny hodnot absorpčńıch maxim jsou v tomto rozsahu relativně malé, tato látka
neńı vhodná pro bezkontaktńı měřeńı změn pH při metodě AP-testu.

Analogickou analýzu jsme provedli pro barvivo BCG.

5.1.2 Bromocresol green

Tento pH indikátor má chemický vzorec C21H14Br4O5S a váha jednoho molu této látky
čińı 698.02 g. Strukturńı vzorec molekuly je na obrázku 5.4.

Stejně jako v př́ıpadě barviva BCP byla naměřena závislost absorpčńıho spektra
roztoku BCG při změnách pH (viz obrázek 5.5). K tomuto měřeńı byl připraven roztok
o složeńı 50ml pufru (citrát-fosfátový) + 150µl BCG, jednalo se tedy o 0.43µM roztok
(0.003% koncentrace, ta byla zvolena na základě proměřených závislost́ı viz stránka
57). pH bylo upravováno pomoćı 0.1M roztoku NaCl a HCl. Celkové množstv́ı přidané
kyseliny resp. zásady bylo minimálńı (relativńı změna koncentrace BCG v roztoku v
řádu procent) a tud́ıž nebylo nutné spektra korigovat.

V naměřených spektrech (viz obrázek 5.5) lze rozlǐsit dvě hlavńı maxima na vl-
nových délkách λ = 450 nm a λ = 620 nm, z nichž každé patř́ı jedné ze dvou složek
tohoto barviva: acidické, která má maximum na vlnové délce λ = 450 nm, a alkalické,
která má maximum na vlnové délce λ = 620 nm. Každá absorpčńı křivka se skládá z
těchto dvou část́ı.
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Obrázek 5.3: Závislost absorbance absorpčńıch maxim (431 nm a 588 nm) barviva BCP

na pH .

Tzv. spektra
”
čistých“ forem této látky (čili pouze acidické a alkalické složky) lze

naměřit při krajńıch hodnotách pH v čisté kyselině nebo zásadě a jsou vynesena spolu
s ostatńımi spektry do obrázku 5.5.

Na vlnové délce λ = 400 nm je pak zřetelné daľśı maximum, které je vedleǰśım
maximem alkalické složky této látky. Jeho intenzita je i pro pH = 12 (při tomto pH se
BCG vyskytuje pouze v alkalické formě, viz obrázek 5.5 nebo 5.7) v̊uči hlavńımu maximu
o řád menš́ı a pro naše účely má druhořadý význam.

Spektra na obrázku 5.5 se setkávaj́ı v jediném mı́stě, které se nazývá isobestický

bod. Ten je charakteristický t́ım, že na vlnové délce odpov́ıdaj́ıćı tomuto bodu (v našem
př́ıpadě λ = 512 nm) je absorbance obou forem barviva BCG stejně intenzivńı a tud́ıž
je hodnota absorbance v tomto bodě nezávislá na hodnotě pH .

Informaci o tom, zda je tato pH-senzitivńı látka vhodná pro měřeńı změn pH z
pohledu AP-testu (charakteristické změny pH při testu čińı 3.6 − 5.3) źıskáme vyne-
seńım hodnot absorbance maxim (λ = 450 nm a λ = 620 nm) v závislosti na pH . Tak
je učiněno na obrázku 5.6. Pro kontrolu je v tomto grafu vynesena absorbance isobes-
tického bodu (λ = 512 nm), která by se teoreticky neměla při změně pH roztoku měnit,
čemuž hodnoty odpov́ıdaj́ı. Změny absorbanćı obou hlavńıch maxim při změnách pH v
rozsahu 3.6− 5.3 čińı cca 79% a 92%. Tyto změny v absorpčńım spektrum čińı změny
pH detekovatelnými a barvivo Bromocresol green vhodným pro daľśı použit́ı.

Daľśı informaćı, kterou můžeme źıskat z obrázku 5.6 je hodnota pKa. Po přidáńı
barviva do vodného roztoku dojde k jeho disociaci a vyskytuje se tak ve dvou formách,
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Obrázek 5.4: Strukturńı vzorec pH indikátoru bromocresol green (BCG).

acidické a alkalické, které lze spektroskopicky odlǐsit (viz rovnice 1.3). Rovnovážné
zastoupeńı těchto dvou složek v roztoku nastává při určitém pH , které se znač́ı pKa a
nazývá se disociačńı konstanta [5]. Hodnotu pKa źıskáme z inflexe křivek absorpčńıch
maxim na obrázku 5.6 a čińı pKa = 4.33± 0.031. Tato hodnota se lǐśı oproti hodnotě
uváděné v literatuře, pKa = 4.7.

5.1.3 Koncentračńı citlivost barviva

V předchoźıch odstavćıch jsme provedli analýzu spekter BCG, nyńı ještě zbývá proměřit,
jak koncentrace tohoto barviva v roztoku ovlivňuje hodnotu absorbance, neboli do jaké
mı́ry je závislost absorpce lineárńı s koncentraćı dle vyjádřeńı Lambertova-Beerova
zákona z rovnice 1.6: A = ǫ10cl.

Měř́ıme-li kombinované spektrum obsahuj́ıćı absorbuj́ıćı látku - barvivo a rozpty-
luj́ıćı složku - kvasnice (viz např. obrázek 5.11), je snahou použ́ıt takovou koncentraci
barviva aby bylo ve spektru rozlǐsitelné a tud́ıž aby z něj bylo možné určit pH vzorku.
Při vysokých koncentraćıch barviva však přestává platit charakteristika Lambertova-
Beerova zákona nebo se můžeme přibĺıžit na hranici absorbance rozlǐsitelné použitým
spektrometrem (tři jednotky absorbance v př́ıpadě našeho spektrometru). Je tedy nutné
znát maximálńı použitelnou hodnotu koncentrace barviva v roztoku.

Za účelem jej́ıho zjǐstěńı jsme proměřili závislost absorbance na koncentraci
použitého barviva BCG v roztoku pufru při konstantńım pH = 3.64 (viz obrázek 5.7A)
a při pH = 12.0 (viz obrázek 5.7C). Hodnota pH = 3.64 je minimálńı hodnotou, kterou
dosáhnou kvasinky acidifikaćı při AP-testu. Při hodnotě pH = 12.0 se barvivo BCG v
roztoku vyskytuje pouze v alkalické formě a tud́ıž se ve spektru projev́ı pouze hlavńı
maximum na vlnové délce λ = 620 nm a vedleǰśı maximum na vlnové délce λ = 400 nm.

Pro měřeńı koncentračńı závislosti při pH = 3.64 byl připraven roztok o 50ml pufru
(citrát-fosfátový) + 20µl HCl (0.1M roztok) a postupně do něj bylo přidáváno BCG po
50µl dávkách.

1Hodnota byla určena proložeńım křivky sigmoidálńı závislost́ı v programu gnuplot.
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Obrázek 5.5: Závislost absorbance 0.43µM roztoku BCG na pH v citrát-fosfátovém
pufru. Na obrázku jsou také absorpčńı křivky tzv.

”
čistých“ forem barviva v samotné

kyselině (pH = 0.2) a zásadě (pH = 12) a byly naměřeny na 0.57µM roztoku. Maj́ı
téměř shodný pr̊uběh jako křivky odpov́ıdaj́ıćı pH = 3.3 a pH = 6.2, proto nebyly pro
přehlednost obrázku korigovány na koncentraci.

Ve druhém př́ıpadě byl připraven roztok 50ml NaOH o pH = 12.0 a do něj přidáváno
BCG. V obou př́ıpadech bylo BCG dávkováno do dosažeńı hodnoty maxima absorbance
2.5 absorpčńıch jednotek, kdy se bĺıž́ı hranice detekovatelnosti použitého spektrometru.

Z naměřených hodnot byly dále vyneseny závislosti absorpčńıch maxim (na vl-
nové délce λ = 450 nm resp. λ = 620 nm) na koncentraci barviva BCG, viz obrázky
5.7B a 5.7D. Ze závislost́ı vynesených dat vyplývá, že závislost absorpčńıho maxima
λ = 450 nm resp. λ = 620 nm lze považovat za lineárńı až do cca 2.5 absorpčńıch jed-
notek, což odpov́ıdá koncentraci cca 1.4µM.

Závislost parametru R na koncentraci BCG

Neméně d̊uležitá je závislost (přesněji řečeno nezávislost) parametru R (viz rovnice
5.2), d̊uležitého pro vypočteńı pH z naměřeného spektra, na koncentraci barviva ve
vzorku. Tato závislost byla naměřena a z výsledných hodnot vyplývá, že parametr R
lze považovat nezávislým na množstv́ı BCG ve vzorku do koncentrace cca 1µM, při
vyšš́ıch koncentraćıch klesá hodnota R o 6% a v́ıce. Jinými slovy, určeńı hodnoty pH
z naměřeného spektra barviva je nezávislé na jeho koncentraci při použit́ı maximálně
1µM roztoku, což bylo vždy splněno. Data nejsou publikována.
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Obrázek 5.6: Závislost absorbance zářeńı o vlnových délkách 450 nm, 512 nm a 620 nm
v 0.43µM roztoku barviva BCG na pH .

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

λ před po
512 0.389 0.385

5.1.4 Interakce BCG s kvasnicemi

Barvivo BCG bylo zvoleno s ohledem na své vlastnosti. Je významně spektrálně citlivé
v oblasti pH = 3.6− 5.3 a neinteraguje s buňkami kvasnic. Prvńı vlastnost jsme expe-
rimentálně ověřili (viz předchoźı odstavce), druhou vlastnost jsme ověřili následuj́ıćım
pokusem.

Bylo naměřeno absorpčńı spektrum roztoku BCG v pufru (20ml 0.5M citrát-
fosfátový). Poté byly do tohoto vzorku přidány kvasnice (0.3 g, kvasnice připraveny dle
optimalizovaného postupu na straně 39) a vzorek mı́chán po 6 h, následovalo odstředěńı
na 3000 ot/min po dobu 20min a naměřeńı daľśıho spektra supernatantu.

Z výsledných hodnot v tabulce 5.1 je vidět, že pokles absorbance na vlnové délce
λ = 512 nm (hodnota isobestického bodu BCG) čińı po šesti hodinách mı́cháńı 1%,
což je zanedbatelná změna. Můžeme tedy předpokládat, že barvivo BCG neinteraguje s
buňkami.
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1.43µM

Obrázek 5.7: Charakterizace spekter roztok̊u BCG při r̊uzných koncentraćıch a hod-
notách pH . Obrázek A: závislost absorbance roztoku BCG o r̊uzných koncentraćıch při
konstantńım pH = 3.64. Obrázek B: z obrázku A vynesená závislost absorbance na
vlnové délce 450 nm na koncentraci roztoku. Obrázek C: závislost absorbance roztoku
BCG o r̊uzných koncentraćıch při konstantńım pH = 12.0. Obrázek D: z obrázku C
vynesená závislost absorbance na vlnové délce 620 nm na koncentraci roztoku.

5.1.5 Výpočet pH ze spektra BCG

Jak již bylo řečeno dř́ıve, z každého absorpčńıho spektra můžeme vypoč́ıst hodnotu
parametru R (dle rovnice 5.2), tato hodnota (za dodržeńı předpokladu ńızkých kon-
centraćı) je nezávislá na koncentraci barviva a záviśı pouze na pH roztoku.

Důležitým krokem nyńı je nalézt kalibračńı křivku závislosti pH(R) a na jej́ım
základě poté přidělit naměřenému spektru vzorku správné pH . Za t́ımto účelem byly
vyneseny hodnoty koeficientu R jednotlivých spekter z obrázku 5.5 v závislosti na
pH naměřeném klasickou elektrodou, viz obrázek 5.8. Tyto hodnoty byly proloženy
teoretickou závislost́ı parametru pH(R) ve tvaru:

pH(R) = a + b · ln
(

c− R

R− d

)

(5.3)

Zvolený tvar závislosti vycháźı z disociačńı rovnice.
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Obrázek 5.8: Závislost parametru R vypočteného z absorpčńıch spekter roztok̊u BCG

při r̊uzných pH z obrázku 5.5

Výsledné parametry proložeńı křivky a jejich chybami jsou:

parametr hodnota relativńı 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 %
χ2 0.003

Nyńı jsme tedy schopni na základě funkce 5.3 určit pH libovolného roztoku BCG

na z jeho absorpčńıho spektra. To bylo také provedeno na vzorćıch obsahuj́ıćıch nejen
barvivo, ale i rozptyluj́ıćı složku.

Závěry

Pro bezkontaktńı měřeńı pH bylo vyloučeno barvivo BCP a zvoleno barvivo BCG, které
dobře spektrálně reaguje na změny pH v požadované oblasti významné pro metodu
AP-testu (pH = 3.6 − 5.3). Byla naměřena závislost hodnot absorbance v hlavńıch
maximech a hodnot parametru R na změnách koncentrace barviva BCG za účelem nale-
zeńı oblasti platnosti předpoklad̊u rovnice 5.1. Odtud vyvozená maximálńı použitelná
koncentrace pro měřeńı spekter, která čińı 1µM.

Byla parametrizována kalibračńı křivka přǐrazuj́ıćı hodnotu pH parametru R
určenému z absorpčńıho spektra BCG (viz rovnice 5.3 a 5.2). Dále bylo ověřeno,
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že barvivo neinteraguje s buňkami kvasnic a byly vypočteny parametry teoretické
závislosti pH(R).

Na základě zmı́něných výsledk̊u bylo BCG přidáváno do vzork̊u obsahuj́ıćıch rozpty-
lovou složku, viz daľśı odstavce.

5.2 Kombinovaná spektra

Pojmem kombinovaná spektra jsou v této práci myšlena absorpčńı spektra vzork̊u, jež
obsahuj́ı silně absorbuj́ıćı (v našem př́ıpadě pH-citlivé barvivo BCG) a silně rozpty-
luj́ıćı složku, zejména v podobě suspenze kvasnic nebo separonu. Jelikož při měřeńı
takovéhoto vzorku docháźı v d̊usledku rozptylu ke zkresleńı absorpčńıho spektra bar-
viva, jehož pr̊uběh je d̊uležitý pro určeńı pH vzorku, bylo naš́ı snahou rozptylovou část
ze spektra odeč́ıst.

V př́ıpadě použit́ı kvasničné suspenze jako vzorku docháźı při měřeńı spekter k
daľśım komplikaćım: mnohonásobný rozptyl zp̊usobuj́ıćı nelinearitu závislosti absor-
bance na koncentraci a spontánńı změny pH vzorku zp̊usobené aktivitou kvasnic. Ex-
periment směřuj́ıćı k nalezeńı vhodné koncentrace kvasničné suspenze je zpracován
dále.

Kvasnice jakožto živé buňky přirozeně reaguj́ı na vněǰśı prostřed́ı at’ už v něm jsou
živiny nebo ne (viz Teorie). Tato reakce se projev́ı změnami pH media. Změny pH jsou
však nežádoućı ve chv́ıli, kdy máme ověřit kalibraci přǐrazeńı pH naměřenému spektru.
Z toho d̊uvodu jsme hledali možnosti, jak zastavit acidifikaci kvasnic ve vzorku, k tomu
se nab́ıźı inhibitory metabolismu použité v kapitole Využit́ı AP-testu (viz stránka 48).
Požadavk̊um zastaveńı acidifikace dobře odpov́ıdá např. glukosamin, který inhibuje
fosforylaci glukosy. K uplatněńı inhibitor̊u k tomuto účelu nakonec z časových d̊uvod̊u
nedošlo.

Daľśı možnost́ı jak ověřit kalibraci na vzorku s rozptyluj́ıćı složkou je použit́ı částic
maj́ıćıch stejné (nebo podobné) spektrálńı vlastnosti jako kvasnice a přitom by neo-
vlivňovaly pH během měřeńı. Jako vhodné se ukazuj́ı částice separonu.

Postup výpočtu pH z kombinovaného spektra

Než-li se pust́ıme do charakterizace částic separonu, shrňme ve stručnosti postup, j́ımž
z naměřeného kombinovaného spektra źıskáme informaci o hodnotě pH vzorku.

• Z naměřeného kombinovaného spektra (A(λ)) odečteme část patř́ıćı rozptylové
složce (Arozptyl(λ)). Źıskáme část spektra patř́ıćı samotnému BCG (ABCG(λ)).

• Spektrum BCG (ABCG(λ)) normujeme na hodnotu absorbance na vlnové délce iso-
bestického bodu λ = 512 nm.

• Z normovaného spektra BCG (ĀBCG(λ)) vypočteme R dle rovnice 5.2.

• Parametru R přǐrad́ıme hodnotu pH dle kalibrace.
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Obrázek 5.9: Kombinovaná spektra (0.14µM roztok BCG + 0.5 g separonu - 10µm) v
závislosti na pH vzorku.

5.2.1 Separon

Jako rozptylová centra pro modelový rozptyl na kvasnićıch byly použity částice sepa-
ronu (Separon SI VSK). Jedná se o hydrofilńı silikagel, který je tvořen částicemi SiO2

o pr̊uměru 10µm. Tento materiál se použ́ıvá jako plnidlo do HPLC (High Performance
Liquid Chromatography) kolon a vykazuje kulovitý tvar s úzkou distribućı velikosti
částic, proto je vhodný pro modelováńı tvaru a velikosti buněk kvasnic (charakteris-
tická velikost buněk Saccharomyces cerevisiae čińı 5 − 10µm). Částice separonu jsou
nav́ıc neživé a neměńı spontánně pH vzorku.

Charakteristické absorpčńı spektrum separonu je zachyceno na obrázku 5.9.
Naměřená absorbance klesá s rostoućı vlnovou délkou a neobsahuje žádné maximum.
Při měřeńı vzork̊u obsahuj́ıćıch BCG a separon jsme vždy naměřili i spektrum separonu
samotného, které bylo odeč́ıtáno od celkového kombinovaného spektra.

Kombinovaná spektra se separonem při r̊uzných hodnotách pH jsou zachycena na
obrázku 5.9. Zásobńı roztok obsahoval 80ml H2O, 0.5 g separonu (10µm) a 60µl BCG
(0.14µM roztok BCG). pH vzorku bylo laděno pomoćı 1.5M roztoku HCl, celkové
množstv́ı přidané kyseliny bylo cca 200µl, což zp̊usobilo zanedbatelné změny koncent-
race roztoku BCG (v řádu procent) a spektra tak neńı nutné korigovat.

Změny pH vzorku se pohybuj́ı v rozmeźı 4.8 − 3.5 (pH = 3.5 je dolńı mez pH
dosažitelná kvasnicemi acidifikaćı). Obrázek 5.9 také obsahuje spektrum samotného
separonu (bez BCG), které jasně ukazuje, o kolik je posunuto spektrum BCG (linea-
rita plat́ı při ńızkých koncentraćıch). Barvivo samotné na vlnové délce λ = 750 nm
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Tabulka 5.2: Teoretické hodnoty pH vypočtené na základě naměřených kombinovaných
spekter (se separonem) a naměřené hodnoty pH źıskané klasickou elektrodou.

R pHteor pH
579.4 4.88 4.80
567.6 4.80 4.70
552.4 4.71 4.50
535.5 4.63 4.40
518.2 4.55 4.33
515.2 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
357.4 3.88 3.63
342.2 3.77 3.56
331.6 3.69 3.50

již neabsorbuje a tud́ıž hodnota absorbance v tomto bodě odpov́ıdá absorbanci čistě
separonu. Dı́ky tomu jsme schopni ze spektra odeč́ıst rozptyluj́ıćı složku (separon) a
źıskat spektrum samotného BCG. Takto źıskané spektrum poté normujeme na hodnotu
absorbance na vlnové délce λ = 512 nm (nezávislost na koncentraci) a vypočteme hod-
notu parametru R dle rovnice 5.2. Z parametru R pak vypočteme pH dle rovnice 5.3
a výsledky porovnáme s naměřeným pH . Výsledné vypočtené hodnoty pH včetně pa-
rametru R a kontrolńı hodnoty pH naměřené klasickou pH elektrodou jsou v tabulce
5.2.

Z tabulky 5.2 je vidět, že vypočtené a naměřené hodnoty se kolem pH = 3.60 lǐśı
až o 8%. Relativńı chyba vypočtené hodnoty pH z kalibrace je kolem 2.5% a relativńı
chyba určeńı pH klasickou elektrodou je kolem 1.5%. Tyto chyby však nekompenzuj́ı
rozd́ıl mezi oběma hodnotami.

Jak je vidět z grafického vyneseńı hodnot pH naměřených elektrodou a teoretických
hodnot na obrázku 5.12 (křivka S1), naměřené hodnoty jsou v̊uči těm teoretickým pouze
vertikálně posunuty, pr̊uběhy obou závislost́ı se však shoduj́ı. Tento jev byl pozorován
i v daľśıch př́ıpadech a je diskutován dále.

5.2.2 Kvasnice

Jedńım z ćıl̊u této práce bylo ověřit možnosti bezkontaktńıho měřeńı pH na vzorćıch
kvasničných suspenźı, čehož by bylo možné využ́ıt při metodě AP-testu. Za t́ımto
účelem bylo nutné charakterizovat spektra kvasnic.

Při měřeńı optimalizovanou metodou AP-testu pomoćı kontaktńıho měřeńı pH elek-
trodou byla použita koncentrace kvasnic 1.5 g/15ml. Užit́ı této koncentrace přináš́ı
některé výhody, např. výsledek testu tak nebyl ovlivněn přesnost́ı navážeńı kvasnic
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Obrázek 5.10: Závislost absorbance roztoku kvasnic o třech r̊uzných koncentraćıch,
včetně normovaných spekter na absorbanci na λ = 750 nm.

(viz stránka 37). Při bezkontaktńım měřeńı pH je však použit́ı takto vysoké koncent-
race kvasnic nežádoućı kv̊uli vysoké absorbanci vzorku, nic nám však nebráńı v použit́ı
nižš́ı gramáže kvasnic, je ale nutné dbát na přesnost odvážeńı kv̊uli principiálńımu
srovnáńı výsledk̊u r̊uzných test̊u. Daľśı nevýhodou pak je, že acidifikace buněk bude
pomaleǰśı a délka testu se tak prodlouž́ı.

Jak již bylo naznačeno výše, z naměřeného kombinovaného spektra vzorku je nutné
odeč́ıst rozptylovou složku, v tomto př́ıpadě spektrum kvasnic. Proto jsme naměřili
spektra roztoku kvasnic při r̊uzných koncentraćıch. Výsledné pr̊uběhy absorbance jsou
zachyceny na obrázku 5.10.

Složeńı měřeného roztoku bylo: 0.15 g kvasnic na 15ml, 20ml a 25ml pufru. Z
obrázku 5.10 je vidět, že maximum absorbance je pod 2 absorpčńı jednotky, což je v
lineárńı oblasti použitého spektrometru, nav́ıc je třeba poč́ıtat s přidáńım pH citlivého
barviva, které také absorbuje. Spektrum nemá žádné maximum, se zvyšuj́ıćı se vlnovou
délkou se snižuje hodnota absorbance.

Po normováńı těchto spekter (viz obrázek 5.10) na absorbanci na vlnové délce
λ = 750 nm je vidět, že naměřená spektra se shoduj́ı téměř v celém měřeném roz-
sahu vlnových délek, čili se neprojevuje vliv mnohonásobného rozptylu, ke kterému
však při těchto koncentraćıch již docháźı. Tato shoda normovaných spekter kvasnic při
vyšš́ıch koncentraćıch obecně nemuśı platit. V žádném z daľśıch měřeńı ale nebyla vyšš́ı
koncentrace použita. Odečteńı složky spektra odpov́ıdaj́ıćı rozptylu na kvasnićıch by
tedy nemělo výrazně změnit tvar absorpčńıho spektra BCG.
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Obrázek 5.11: Kombinované spektrum (kvasnice + BCG) a jeho postupné změny při
separaci spektrálńı složky patř́ıćı barvivu.

Normovaná spektra se rozcháźı na krátkých vlnových délkách pod λ = 470 nm. Při
hodnotě λ = 470 nm byl zpozorován skok i v jiných naměřených spektrech nezávisle
na druhu vzorku. Proto tuto diskontinuitu připisujeme vlastnostem spektrometru,
pravděpodobně chybné zařazováńı filtr̊u.

Použitá vlnová délka pro normováńı (λ = 750 nm) byla zvolena záměrně, na této
vlnové délce totiž barvivo BCG neabsorbuje, čehož lze využ́ıt při zpracováńı kombino-
vaných spekter.

Pro daľśı měřeńı je tedy vhodné použ́ıt koncentraci kvasnic do 0.15 g na 15ml
pufru. Tato relativně ńızká gramáž (10× nižš́ı než při optimalizované metodě AP-testu)
může být obt́ıžná k navážeńı (vlastńı zkušenost). Tato nevýhoda je však kompenzována
možnost́ı použ́ıt k měřeńı v́ıce vzork̊u (paralelńı měřeńı) touto metodou.

Jak již bylo řečeno určeńı pH z naměřeného kombinovaného spektra vzorku ob-
sahuj́ıćıho kvasnice a BCG spoč́ıvá v izolováńı části spektra patř́ıćı barvivu. Podrobný
popis tohoto postupu si ukážeme na následuj́ıćım experimentu.

Na obrázku 5.11 je spektrum vzorku obsahuj́ıćıho 0.04 g kvasnic v 15ml pufru
s přidanými 30µl BCG, 0.29µM roztok (viz křivka s popisem

”
kvasnice + BCG“).

Tato hmotnostńı koncentrace kvasnic ve vzorku (cca 0.3%) je na úrovni koncent-
race zákvasné dávky použ́ıvané v pivovarech. I při této relativně ńızké hustotě vzorku
však docháźı k mnohonásobnému rozptylu na buňkách. Použit́ı nižš́ı dávky kvasnic by
však nereflektovalo podmı́nky použ́ıvané v pivovarech a nav́ıc by byl výsledek značně
ovlivněn přesnost́ı navážeńı.
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Obrázek 5.12: Souhrnné výsledky naměřených hodnot pH (klasickou sondou) z
kombinovaných spekter v̊uči kalibračńı křivce (teoretické hodnoty). Vzorek K1:
kvasnice/BCG/pufr 0.04 g/30µl/15ml (viz měřeńı na obrázku 5.11); vzorek K2:
0.1 g/60µl/20ml; vzorek S1: separon/BCG/pufr 0.5 g/60µl/80ml (viz měřeńı z obrázku
5.9); vzorek S2: 0.1 g/60µl/20ml.

Spektrum na obrázku 5.11 obsahuje část patř́ıćı barvivu a část patř́ıćı kvasnićım
(dle rovnice 5.1). Odečteńım spektra samotných kvasnic (viz křivka

”
kvasnice“) źıskáme

spektrum samotného BCG (viz křivka
”
BCG“), to je pak nutné normovat na hodnotu

absorbance na vlnové délce λ = 512 nm (viz křivka
”
BCG512 nm“) a vypoč́ıst parametr

R z plochy pod křivkou (dle rovnice 5.2). Z něj podle kalibrace (rovnice 5.3) urč́ıme
pH vzorku. T́ımto postupem byla z naměřených dat vypočtena teoretická hodnota pH
vzorku pH = 4.73, kontrolně naměřená hodnota klasickou elektrodou činila pH = 4.6,
což čińı rozd́ıl 2.9%.

Nepřesnost ve vypočtené hodnotě pH se projevila i při sérii daľśıch měřeńı při
r̊uzných koncentraćıch kvasnic a barviva. Výsledky daľśıch měřeńı jsou vyneseny spolu
s kalibračńı křivkou na obrázku 5.12. Jak je z obrázku vidět vypočtené hodnoty pH z
kombinovaných spekter, at’ už s kvasnicemi nebo separonem, se neshoduj́ı ani v rámci
chyby, která v př́ıpadě teoretických hodnot čińı cca 2.5% a v př́ıpadě naměřených
hodnot (klasická elektrochemická sonda) cca 1.5%.

Závěry kapitoly

Bylo vybráno barvivo BCG, jež má vhodnou spektrálńı citlivost v rozsahu změn pH
významném při metodě AP-testu (pH = 3.6 − 5.3). Byla naměřena jeho spektrálńı
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charakteristika, experimentálně ověřen rozsah koncentraćı, při kterých je absorbance
závislá lineárně na koncentraci a zároveň parametr R nezávislý na koncentraci. Jej́ı
maximálńı hodnota čińı 1µM roztok (0.007%).

Dále byl zaveden parametr R, navržen jeho výpočet a parametrizována závislost
pH(R) na základě spekter roztoku samotného barviva (v závislosti na pH) z obrázku
5.5. Hodnota statistické veličiny χ2 zvolené teoretické závislosti (pH(R)) čińı 0.003, což
ukazuje na velmi dobře zvolený tvar modelové funkce. I přes tuto teoretickou shodu se
při ověřováńı metody vyskytly neshoduj́ıćı výsledky.

Byla naměřena kombinovaná spektra se separonem, který je rozměry a tvarem
podobný buňkám kvasnic. Vypočtené hodnoty pH uvedené v tabulce 5.2 se lǐśı od
naměřených (při pH = 3.60) až o 8%. Podobných nepřesnost́ı dosahuj́ı i výsledky
dosažené měřeńım kombinovaných spekter s kvasnicemi. Výsledky těchto měřeńı jsou
souhrnně uvedeny na obrázku 5.12.

Metoda je pravděpodobně zat́ıžena systematickou chybou, jej́ıž př́ıčin může být
hned několik. Zřejmě se projevuje vliv mnohonásobného rozptylu na spektra a to i při
použit́ı řádově r̊uzných koncentraćı rozptylové složky vzorku - kvasnice nebo separon,
viz výsledky měřeńı na obrázku 5.12.

Daľśım faktorem ovlivňuj́ıćım nepřesnost metody je zkresleńı spektra při ńızkých
vlnových délkách zp̊usobené vlastnostmi spektrometru (cca při vlnové délce λ = 450 nm
a méně). Značný vliv má také závislost pKa konstanty barviva na iontové śıle (viz [16]) a
zp̊usob výpočtu parametru R. Při námi zvoleném postupu je sice minimalizována chyba
zp̊usobená celkovým zploštěńım spekter po přidáńı rozptylové složky d́ıky normalizaci
spekter na hodnotu absorbance na vlnové délce λ = 512 nm. Ale deformaci spekter
zp̊usobené r̊uzným vlivem rozptylové složky (na spektrum barviva) při krátkých a
dlouhých vlnových délkách zabráněno neńı.

Ke kumulaci daľśıch chyb docháźı při normováńı spekter (BCG na vlnové délce
λ = 512 nm a separonu resp. kvasnic na λ = 750 nm) kde se promı́tá chyba naměřené
hodnoty absorbance na př́ıslušných vlnových délkách.
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Závěr

V předložené práci se podařilo (v návaznosti na předchoźı články [13] a [2]) optima-
lizovat metodu AP-testu pro pr̊umyslově významné pivovarské kvasinky. Navrženým
postupem př́ıpravy vzork̊u a měřeńı je dosaženo maximálńı hodnoty AP, která odpov́ıdá
potenciálńı vitalitě kvasnic, a reprodukovatelnosti testu s přesnost́ı do 3%.

Skladováńı kvasnic mezi odběrem a vlastńım měřeńım by mělo prob́ıhat v lednici
pod pivem při teplotě 0−2 ◦C a nemělo by přesáhnout maximálńı dobu deseti dn̊u. Po
době deľśı buňky ztráćı vitalitu.

Navržený optimálńı metodický postup při prováděńı AP-testu je následuj́ıćı:

• Zásobńı roztok s kvasnicemi roztřepeme (kv̊uli homogenizaci) a odebereme z něj

”
dostatečné“ množstv́ı (cca 5ml) koncentrované suspenze.

• Vzorek krátce odstřed́ıme, cca 1000 ot/min po dobu 60 s (cca 145× g), a dekan-
tujeme pivo.

• Promyjeme destilovanou vodou (cca 15ml) o teplotě cca 25 ◦C.

• Promýváńı (včetně krátkého odstředěńı) opakujeme, provedeme celkem třikrát.

• Po třet́ım promyt́ı následuje prudké odstředěńı, cca 3000 ot/min po 10min
(1300× g), slit́ı supernatantu.

• Odváž́ıme (1.5± 0.1) g čisté váhy kvasnic.

• Přidáme 15ml destilované vody do vzorku, spust́ıme měřeńı času a vzorek roz-
třepeme.

• Měřeńı prob́ıhá za stálého mı́cháńı (200 ot/min, muśı zabránit flokulaci) a při
stabilńı teplotě 25.0± 0.1 ◦C.

• V desáté minutě přidáme 1.5ml glukosy (50% roztok); konečná koncentrace glu-
kosy v mediu 4.55% (hmotnost glukosy na objem vzorku).

• Odečteme hodnoty pH v desáté a dvacáté minutě.

Optimalizovaný test byl následně použit na vzorćıch z pr̊umyslové praxe při měřeńı
vitality kvasnic z výroby piva v CKT. Bylo prokázáno, že buňky při opětovném nasa-
zováńı ztráćı svoji vitalitu.
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Pivovarské kmeny kvasnic jsou během procesu výroby piva vystaveny mnoha stre-
sovým faktor̊um, např. při moderńı technologii HGB (high-gravity brewing) mohou být
při nasazeńı do CKT s mladinou vysoké stupňovitosti ovlivněny vysokým osmotickým
tlakem. Navržený optimalizovaný AP-test byl proto použit při studiu vlivu osmotického
tlaku na vitalitu buněk.

Výsledky ukázaly, že vystaveńı buněk osmotickým změnám se projev́ı krátkodobým
poklesem vitality, zat́ımco při fermentaci kvasnic v mediu s obsahem mladiny od-
pov́ıdaj́ıćım pivu o stupňovitosti 12 ◦, ale osmotickým tlakem (simulovaným obsa-
hem sorbitolu) odpov́ıdaj́ıćım pivu o stupňovitosti až 20 ◦ se pokles vitality dlouho-
době neprojev́ı. Mladina má tedy ochranný vliv na pivovarské kvasnice a pomáhá jim
přizp̊usobit se osmotickým změnám.

Daľśım využit́ım optimalizovaného AP-testu bylo při sérii prvotńıch měřeńı stu-
duj́ıćıch vliv xenobiotických látek, inhibuj́ıćıch některé metabolické pochody, na pr̊uběh
AP-testu. Potvrdilo se, že pr̊uběh a výsledky testu odráž́ı pr̊uběh metabolismu.

V daľśı části práce byly ověřeny možnosti bezkontaktńıho měřeńı pH , které by
bylo možné využ́ıt při metodě AP-testu a jeho specifických podmı́nkách. Za t́ımto
účelem bylo vybráno vhodné barvivo (Bromocresol green) a provedena jeho spektrálńı
charakterizace. Na sérii absorpčńıch spekter této látky při r̊uzných hodnotách pH
byla vypočtena kalibrace, která parametru R přǐrazuje hodnotu pH . Navržený zp̊usob
výpočtu parametru R vycháźı z integrace absorpčńıho spektra BCG normovaného na
hodnotu absorbance na vlnové délce λ = 512 nm (isobestický bod).

Navržená kalibrace a zp̊usob výpočtu pH byly použity na vzorćıch obsahuj́ıćıch roz-
ptyluj́ıćı částice (kvasnice nebo separon). Na těchto vzorćıch se naměřené a vypočtené
hodnoty pH lǐśı až o 8 %.

Výsledky metody jsou zat́ıženy systematickou chybou, která je zp̊usobena několika
faktory a to zejména vlivem mnohonásobného rozptylu a závislost́ı pKa konstanty bar-
viva na iontové śıle roztoku. Daľśı ovlivněńı přesnosti výsledk̊u je zp̊usobeno použitým
spektrometrem, který zkresluje spektra při ńızkých vlnových délkách (pod λ = 470 nm)
a zvoleným postupem výpočtu parametru R.

Při navrženém výpočtu je minimalizována chyba zp̊usobená celkovým zploštěńım
spekter po přidáńı rozptyluj́ıćı složky (kvasnice nebo separon) do vzorku oproti
p̊uvodńım spektr̊um barviva samotného, na kterém byla prováděna kalibrace. Chyba
zp̊usobená deformaćı spektra barviva r̊uzným vlivem rozptyluj́ıćı složky na dlouhých a
krátkých vlnových délkách kompenzována neńı.

Navržená metodika bezkontaktńıho měřeńı pH prozat́ım neńı připravena pro použit́ı
při metodě AP-testu, ale může sloužit pro hrubé rozlǐseńı kvality kvasnic.

Odstraněńı systematických chyb metodiky a zvýšeńı přesnosti by mělo umožnit jej́ı
využit́ı při měřeńı metodou AP-testu a mohlo by být náplńı daľśı práce.
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[3] Gabriel P., Dienstbier M., Sladký P., Sigler K.: A new method of optical detection
of yeast acidification power, Folia Microbiologica, v tisku

[4] http://en.wikipedia.org/wiki/Osmosis

[5] http://en.wikipedia.org/wiki/PKa

[6] Imai, T., Nakajima I., Ohno T.: Development of a new method for evaluation
of yeast vitality by measuring intracellular pH , J. Am. Soc. Brew. Chem. 52(1)
(1994), 5− 8

[7] Kara B. V., Simpson W. M., Hammond R. M.: Prediction of the fermentation
performance of brewing yeast with the acidification power test, J. Inst. Brew. 94
(1988), 153− 158
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[10] Opekarová M. a Sigler K.: Acidification power: Indicator of metabolic activity
and autolytic changes in Saccharomyces cerevisiae, Folia Microbiologica 27 (1982),
395− 403

[11] Prosser V. a kol.: Experimentálńı metody biofyziky, Academia, Praha, (1989)
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