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Článek je věnován dvěma hlavním tématům: 1. posuzování živo-
taschopnosti a metabolické kompetence kvasinek pomocí testu aci-
difikační schopnosti (AP test), biochemickému zázemí této metody,
podmínkám využití a postupnému vývoji od jejího zavedení, a 2.
tomu, jak metabolická kompetence kvasinek v provozu, a tedy i vý-
sledky AP testu, mohou být ovlivněny např. růstovou fází buněk
a stavem systémů mnohočetné rezistence vůči xenobiotikům (mul-
tidrug resistance, MDR), které podmiňují schopnost kvasinek vy-
rovnávat se s chemickým stresem.

AP test vyvinutý a patentovaný Opekarovou a Siglerem, použitý
poprvé ke stanovení metabolické kompetence pivovarských kvasi-
nek opakovaně nasazovaných v provozu, je založen na znalosti řady
membránových pochodů probíhajících v kvasinkách metabolizují-
cích endogenní i exogenní substráty. Hlavní pochod podílející se na
acidifikační schopnosti kvasinek, tj. činnost H+-ATPasy, závisí nejen
na stavu buněk (čerstvé buňky, buňky po skladování, praní atd.),
ale velmi silně i na růstové fázi. Během diauxického přechodu
a těsně po něm se aktivita H+-ATPasy u S. cerevisiae prudce sni-
žuje a zůstává nízká během post-diauxické a stacionární fáze. To
souvisí s přechodem buněk na energeticky úsporný režim, při němž
je minimalizován provoz energeticky náročných pochodů zahrnují-
cích vysokou spotřebu ATP. Podobnou závislost aktivity na růstové
fázi vykazují i transportéry systémů MDR.
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The article concerns two main topics: 1. Assessment of viability
and metabolic competence of yeast by the acidification power test
(AP test), its biochemical background, conditions of its use and its
development since its introduction, and 2. The way in which the me-
tabolic competence of pitching yeast, and hence the results of the
AP test, can be affected by, e.g., the yeast growth phase and the
status of the multidrug resistance system (MDR) which underlies
the ability of cells to cope with chemical stress caused by xenobi-
otics.

The AP test developed and patented by Opekarová and Sigler,
and used by them for the first time to assess the metabolic com-
petence repeatedly pitched in the brewing process, is based on
the knowledge of membrane processes taking place in yeast cells
metabolizing endogenous and exogenous substrates. The main
process contributing to the acidification power of yeast, i.e. the ac-
tivity of the H+-ATPase, depends not only on cell condition (fresh
cells, cells after storage, washing, etc.) but very strongly also on
the growth phase. During and closely after the diauxic shift the ac-
tivity of H+-ATPase in S. cerevisiae sharply drops and remains low
during the post-diauxic and stationary phases. This is due to the
transition of the cells to an energy saving regime in which ener-
getically demanding processes involving high ATP consumption
are downregulated. The MDR transporters exhibit a similar activity
pattern.
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der Einfluss der Zellsysteme für Stressresistenz. Kvasny Prum.
51, 2005, Nr. 1, S. 3–7.

Zwei Hauptthemen werden behandelt: 1) die Beurteilung der Le-
bensfähigkeit und Stoffwechselkompetenz der Hefe mittels des An-
säuerungskrafttests (acidification power test, AP test), der bioche-
mische Grund dieser Methode, ihre Anwendungsmöglichkeiten und
Weiterentwicklung seit ihrer Einführung, und 2) die Art auf welche
die Stoffwechselkompetenz der Brauereihefe im Betrieb, als auch
die Ergebnisse des AP-Tests, durch die Wachstumsphase und den
Zustand der Systeme der Fremdstoffresistenz (multidrug resistance,
MDR), die den Zellen ermöglichen mit dem chemischen Stress zu-
rechtzukommen, beeinflusst werden.

Der AP-Test, von Opekarová und Sigler entwickelt, patentiert und
erstmals zur Bestimmung der Stoffwechselkompetenz mehrmals im
Betrieb angestellter Hefe benutzt, basiert auf Kenntnissen der Mem-
branprozesse, die in Hefezellen, die endogene als auch exogene
Substrate verstoffwechseln, verlaufen. Der Hauptbestandteil des
Ansäuerungsprozesses, d.h. die Tätigkeit der H+-ATPase, hängt
nicht nur von dem Zellzustand (frische Zellen, Zellen nach Bewa-
hrung, Waschen, usw.) sondern auch sehr stark von der Wach-
stumsphase ab. Während des diauxischen Übergangs und gleich
danach sinkt die Aktivität der H+-ATPase von S. cerevisiae schnell
und bleibt niedrig während der postdiauxischen und stationären
Phase aufgrund eines Zellübergangs auf ein energetisch sparsa-
mes Regime, unter dem energetisch anspruchsvolle Prozesse mit
hohem ATP-Verbrauch minimalisiert sind. Eine ähnliche Aktivität-
sabhängigkeit von der Wachstumsphase weisen auch die MDR-
Systeme auf.

ÉÓÎÎÂÓ‚‡, à. – ëË„ÎÂ, ä. – ä‡‰ÎÂˆÓ‚‡, â. – òÓ„Î, â.:
ÇËÚ‡ÎËÚ‡ Ë ‚Ë‡·ËÎËÚ‡ Á‡‰‡ÚÓ˜Ì˚ı ‰ÓÊÊÂÈ: ÏÂÚÓ‰˚ Ó·-
ÒÛÊ‰ÂÌËfl Ë ‚ÎËflÌËÂ ÍÎÂÚÓ˜Ì˚ı ÒËÒÚÂÏ Ì‡ ÛÒÚÓÈ˜Ë‚ÓÒÚ¸ ÓÚ
ÒÚÂÒÒ‡. Kvasny Prum. 51, 2005, çÓ. 1, ÒÚ. 3–7.

Ç ÒÚ‡Ú¸Â ‡ÒÒÏ‡ÚË‚‡˛ÚÒfl ‰‚Â ÓÒÌÓ‚Ì˚Â ÚÂÏ˚: 1) é·ÒÛÊ-
‰ÂÌËÂ ÊËÁÌÂÒÔÓÒÓ·ÌÓÒÚË Ë ÏÂÚ‡·ÓÎËÁÏ‡ ‰ÓÊÊÂÈ ÔË ÔÓÏÓ˘Ë
Äê-ÚÂÒÚ‡, ·ËÓıËÏË˜ÂÒÍËÂ ÔËÌˆËÔ˚ Ì‡ÒÚÓfl˘Â„Ó ÏÂÚÓ‰‡,
ÛÒÎÓ‚Ëfl ËÒÔÓÎ¸ÁÓ‚‡ÌËfl Ë ÔÓÒÚÂÔÂÌÌÓ„Ó ‡Á‚ËÚËfl ÚÂÒÚ‡
Ò ÏÓÏÂÌÚ‡ Â„Ó ‚‚Â‰ÂÌËfl Ì‡ Ô‡ÍÚËÍÛ Ë 2) ä‡ÍËÏ Ó·‡ÁÓÏ ÏÓ„ÛÚ
Ì‡ ÒÔÓÒÓ·ÌÓÒÚ¸ Ó·ÏÂÌ‡ ‚Â˘ÂÒÚ‚ (ÏÂÚ‡·ÓÎËÁÏ) ‚ ‰ÓÊÊ‡ı
Ë ÔÓËÁ‚Ó‰ÒÚ‚ÂÌÌ˚ı ÛÒÎÓ‚Ëflı Ë Ì‡ ÂÁÛÎ¸Ú‡Ú˚ Äê-ÚÂÒÚ‡
ÔÓ‚ÎËflÚ¸ Ì‡Ô. Ù‡Á‡ ‡ÁÏÌÓÊÂÌËfl ÍÎÂÚÓÍ Ë ÒÓÒÚÓflÌËÂ ÒËÒ-
ÚÂÏ˚ ÒÔÂÍÚ‡ ÛÒÚÓÈ˜Ë‚ÓÒÚË (multidrug resistance – MDR) ÓÚ
ÍÒÂÌÓ·ËÓÚËÍÓ‚, ˜ÚÓ Ó·ÛÒÎÓ‚ÎË‚‡ÂÚ ÒÔÓÒÓ·ÌÓÒÚ¸ ‰ÓÊÊÂÈ
ÍÓÏÔÂÌÒËÓ‚‡Ú¸ ıËÏË˜ÂÒÍËÈ ÒÚÂÒÒ.

ç‡ÒÚÓfl˘ËÈ Äê-ÚÂÒÚ, ‡Á‡·ÓÚ‡ÌÌ˚È Ë Á‡Ô‡ÚÂÌÚÓ‚‡ÌÌ˚È
‡‚ÚÓ‡ÏË éÔÂÍ‡Ó‚‡-ëË„ÎÂ, ËÒÔÓÎ¸ÁÓ‚‡ÌÌ˚È ‚ ÔÂ‚˚È ‡Á
‰Îfl ÓÔÂ‰ÂÎÂÌËfl ÒËÎ˚ ÏÂÚ‡·ÓÎËÁÏ‡ ÔË‚Ì˚ı ‰ÓÊÊÂÈ
ÔÓ‚ÚÓÌÓ Á‡‰‡‚‡ÂÏ˚ı Ì‡ ÔË‚Á‡‚Ó‰Â, ÓÒÌÓ‚‡Ì Ì‡ ÁÌ‡ÌËË
ÔÓˆÂÒÒÓ‚ ÔÓÚÂÍ‡˛˘Ëı ‚ ÏÂÏ·‡Ì‡ı ÍÎÂÚÓÍ ‰ÓÊÊÂÈ,
‚˚ÔÓÎÌfl˛˘Ëı Ó·ÏÂÌ ˝Ì‰Ó„ÂÌÌ˚ı Ë ˝ÍÁÓ„ÂÌÌ˚ı ÒÛ·ÒÚ‡ÚÓ‚.
ÉÎ‡‚Ì˚È ÔÓˆÂÒÒ, Û˜‡ÒÚ‚Û˛˘ËÈ ‚ ÒÔÓÒÓ·ÌÓÒÚË ‡ˆË‰ËÙËÍ‡ˆËË
‰ÓÊÊÂÈ, Ú.Â. aÍÚË‚ÌocÚ¸ ç+-Äíê-‡Á˚, Á‡‚ËÒËÚ ÌÂ ÚÓÎ¸ÍÓ ÓÚ
ÒÓÒÚÓflÌËfl ÍÎÂÚÓÍ (Ò‚ÂÊËÂ ÍÎÂÚÍË, ÍÎÂÚÍË ÔÓÒÎÂ ı‡ÌÂÌËfl,
ÔÓÏ˚‚ÍË Ë Ú.Ô.), ÌÓ Ë Ì‡ Ù‡ÁÂ ‡ÁÏÌÓÊÂÌËfl ÍÎÂÚÓÍ. Ç ÚÂ˜ÂÌËÂ
‰Ë‡ÛÍÒËˆÍÓ„Ó ÔÂÂıÓ‰‡ Ë ÔÓÒÎÂ ÌÂ„Ó ‡ÍÚË‚ÌÓÒÚ¸ ç+-Äíê-‡Á˚ ‚
ÒÎÛ˜‡Â S. cerevisiae ÂÁÍÓ ÔÓÌËÊ‡ÂÚÒfl Ë ÓÒÚ‡ÂÚÒfl ÌËÁÍÓÈ ‚
ÚÂ˜ÂÌËÂ ÔÓÒÚ‰Ë‡ÛÍÒËˆÍÓÈ Ë ÒÚ‡ˆËÓÌ‡ÌÓÈ Ù‡Á. ùÚÓ Ò‚flÁ‡ÌÓ
Ò ÔÂÂıÓ‰ÓÏ ÍÎÂÚÓÍ Í ˝ÌÂ„ÂÚË˜ÂÒÍË ˝ÍÓÌÓÏË˜ÌÓÏÛ ÂÊËÏÛ,
ÔË ÍÓÚÓÓÏ ÏËÌËÏËÁÛÂÚÒfl ÔÓÚÂÍ‡ÌËÂ ˝ÌÂ„ÂÚË˜ÂÒÍË
ÚÂ·Ó‚‡ÚÂÎ¸Ì˚ı ÔÓˆÂÒÒÓ‚, ‚ÍÎ˛˜‡˛˘Ëı ‚˚ÒÓÍÓÂ ÔÓÚÂ-
·ÎÂÌËÂ Äíê. ÄÌ‡ÎÓ„Ë˜Ì‡fl Á‡‚ËÒËÏÓÒÚ¸ ‡ÍÚË‚ÌÓÒÚË ÓÚ Ù‡Á˚
‡ÁÏÌÓÊÂÌËfl ËÏÂÂÚÒfl Ú‡ÍÊÂ Û Ú‡ÌÒÔÓÚÂÓ‚ ÒËÒÚÂÏ MDR. 
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1 ÚVOD

Jedním z faktorů ovlivňujících zásadním způsobem kvalitu koneč-
ného produktu při výrobě piva je fyziologický stav a metabolická kom-
petence násadních kvasnic. Viabilita (tj. počet živých a mrtvých bu-
něk v kultuře) a vitalita (fermentační a obecně metabolická schopnost
buněk) kvasnic hrají tedy při výrobě piva důležitou úlohu. Vitalita se
snižuje u buněk stárnoucích či starých nebo buněk vystavených
stresu. Nové druhy stresu mohou vznikat např. při zavádění moder-
ních technologií (vysoký hydrostatický tlak v CKT) nebo nových su-
rovin (surogáty či koncentráty obsahující látky působící chemický
stres). Na stanovení viability a vitality kvasnic byla vyvinuta řada me-
tod, které lze rozdělit na metody založené na vitálním barvení, schop-
nosti buněk se rozmnožovat, měření obsahu důležitých látek v buňce,
měření aktivity důležitých enzymů v buňkách, a konečně na měření
rychlosti metabolismu a energetického stavu buněk.Všechny tyto me-
tody mají své výhody a svá omezení a optimální stanovení „kondice“
buněk násadních kvasnic jak během propagace, tak během fermen-
tace a skladování, a – což je velmi důležité – předpověď jejich cho-
vání během následujících fermentací zahrnuje současné použití ně-
kolika technik. To ovšem vyžaduje pestré a často poměrně nákladné
přístrojové vybavení.

Metody založené na vitálním barvení reprezentují v podstatě sta-
novení integrity plazmatické membrány kvasničných buněk, neboť
barviva používaná při této technice pronikají pouze do mrtvých bu-
něk. Často používanými barvivy jsou např. methylenová modř, me-
thylenová violeť, fluorescein diacetát nebo ANS – 1-anilino-8-nafta-
lensulfonát (McCaig 1990 [1] a další). Výhodou této metody je její
jednoduchost a skutečnost, že výsledky jsou získány prakticky oka-
mžitě. Nevýhodou je, že korelace výsledků vitálního barvení s vý-
sledky jiných metod stanovení buněčné viability (např.plotnových me-
tod) je nízká. Ve své klasické formě je výsledek barvení závislý na
subjektivním hodnocení obarvení buněk. Tato subjektivita je odstra-
něna u moderních objektivizujících optických metod, např. proudové
cytometrie nebo fluorescenční mikroskopie spojené s analýzou ob-
razu.

Stanovení reprodukční schopnosti buněk vyhodnocuje schop-
nost buněk tvořit kolonie. Plotnové výsevy na agaru mají výhodu
v tom, že přímo stanovují proliferaci kvasničných buněk, nevýhodou
je zdlouhavost stanovení (2–3 dny) a skutečnost, že u silně flokulu-
jících buněk mohou být výsledky výsevu zkresleny. Metoda používa-
jící mikroskopických podložních sklíček do určité míry odstraňuje dlou-
hou kultivační dobu.

Měření obsahu důležitých látek je založeno na předpokladu, že
obsah dané látky v buňkách (glykogen, nenasycené mastné kyseliny
a steroly, ATP) podstatně ovlivní následující fermentaci. Jak ukazuje
např. Imai [2], důležitost obsahu těchto látek jako parametrů vitality
buněk závisí často na obsahu dalších látek v živném médiu (kyslík,
glukosa), na teplotě a dalších faktorech.

Stanovení aktivity důležitých enzymů (maltasa, pyruvátdehyd-
rogenasa, pyruvátdekarboxylasa, alkoholdehydrogenasa) [3] se pro-
vádí unifikovanými spektrofotometrickými metodami a poměrně dobře
odpovídá fyziologickému stavu buněk.

Výsledky stanovení metabolické rychlosti buněk, tj. klasických
měření produkce CO2, příp. spotřeby kyslíku jsou v přímé korelaci
s fermentativní schopností buněk, nepodávají však informaci o růstu
buněk. Byla také nalezena korelace mezi fermentativní schopností
a spotřebou kyslíku u kvasinek se sníženou viabilitou [2].

Stanovení energetického stavu buněk využívá velmi úzkého
vztahu mezi energizací buněčné membrány, procesy na membráně
probíhajícími a celkovým fyziologickým stavem a metabolickou kom-
petencí buněk. Test acidifikační schopnosti (AP test) vyvinutý a po-
prvé použitý Siglerem a spol. [4, 5] ke stanovení metabolické kom-
petence pivovarských kvasinek opakovaně nasazovaných v provozu
(Plzeňský Prazdroj) je dobře použitelný pro předpověď fermentační
potence násadních kvasnic v následující fermentaci na základě zna-
losti řady membránových pochodů probíhajících v kvasinkách me-
tabolizujících endogenní i exogenní substráty [6]. Tyto membránové
pochody, které vyústí v pokles pH vnějšího prostředí, zahrnují čin-
nost membránové H+-ATPasy, výstup řady slabých kyselin vznika-
jících během metabolických pochodů, a transmembránové pohyby
iontů. V pozdějších modifikacích AP testu není měřeným paramet-
rem extracelulární pH, ale přímo titrimetricky zjištěné množství pro-
tonů vypuzených z buněk (cumulative acidification power (CAP) či

Keywords: pitching yeasts, acidification power, stress
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1 INTRODUCTION

One of the key factors profoundly affecting the quality of the final
product in beer production is the physiological state and metabolic
competence of pitching yeast. Hence, yeast viability (i.e. the number
of live and dead cells in the culture) and vitality (fermentative and, in
general, metabolic ability of cells) play an important role in beer pro-
duction. Vitality decreases in aging and/or stress-exposed cells. New
types of stress may arise when introducing new technologies (high
hydrostatic pressure in CCT) or new raw materials (surrogates or con-
centrates containing substances that cause chemical stress). A num-
ber of methods have been developed for assessing yeast viability and
vitality; in general, they can be divided to methods based on vital sta-
ining, on cell replication, measurement of the content of important
substances in the cell, measurement of activity of important enzy-
mes in the cell, and methods based on determining the metabolic
rate and energetic state of the cells. All these methods have their me-
rits and shortcomings and an optimum determination of the „health
condition“ of pitching yeast during propagation, during fermentation
and storing, and – very importantly – prediction of their performance
during subsequent fermentations should involve a simultaneous use
of several techniques. This however requires sufficient, and someti-
mes rather expensive, instrumentation.

Methods based on vital staining determine in principle the inte-
grity of the plasma membrane since the dyes used for staining pe-
netrate, as a rule, only into dead cells. Frequently used dyes are met-
hylene blue, methylene violet, fluorescein diacetate, ANS
(1-anilino-8-napthalene sulphonate) [1] and others.The advantage of
this method is its simplicity and the results are obtained practically
immediately. A disadvantage is the poor correlation of its results with
the data obtained by other methods of viability assessment, e.g. pla-
ting tests. In its classical form, the result of the staining depends on
the subjective evaluation by the experimenter; this subjective factor
has been eliminated in modern optical methods providing objective
information, e.g. flow cytometry or fluorescence microscopy with
image analysis.

Methods based on cell replication determine the ability o cells
to form colonies.The plating test on agar determines directly the pro-
liferation of yeast cells but it is relatively time-consuming (2–3 days)
and its results can be distorted when employed with strongly floccu-
lating cells.The slide plating method shortens the long cultivation time
to about 18 hours.

Measurement of the content of important substances in the
cells is based on the assumption that the content of the given sub-
stance (glycogen, unsaturated fatty acids and sterols, ATP) markedly
affects the subsequent fermentation. As shown by, e.g., [2], the ap-
plicability of the content of these substances as parameter of cell vi-
tality depends often on the content of other substances in the nutrient
medium (oxygen, glucose), on temperature and other factors.

Determination of activity of important enzymes (maltase, py-
ruvate dehydrogenase, pyruvate decarboxylase, alcohol dehydroge-
nase) [3] is usually done by using standardized spectrophotometric
methods and corresponds relatively well with the physiological state
of the cells.

The results of determination of metabolic rate, i.e. classical me-
asurement of CO2 production or oxygen consumption, are in direct
correlation with the fermentative ability of cells but provide no infor-
mation on cell growth. A correlation was found between the fermen-
tative ability and oxygen consumption in yeast with lowered viability
[2].

Determination of the cell energy state makes use of the close
relationship between cell membrane energization, processes taking
place on the membrane and the overall physiological state and me-
tabolic competence of the cells.The acidification power test (AP test)
developed by Sigler and coworkers [5, 6] and used for assessing the
metabolic competence of brewery yeast used repeatedly in wort fer-
mentation (Pilsner Urquell) can be conveniently used to predict the
fermentation potency of pitching yeast in subsequent fermentation. It
is based on the knowledge of a number of membrane processes ta-
king place in yeast cells metabolizing both endogenous and exoge-
nous substrates [6]. These membrane-sited processes, which result
in an acidification of external medium, include the activity of the mem-
brane H+-ATPase, efflux of a number of weak acids produced during
metabolism, and transmembrane movements of ions. The parameter



measured in later modifications of the AP test is not the extracellular
pH but the titrimetrically determined amount of protons extruded from
the cells (cumulative acidification power (CAP) or titrated acidifica-
tion power (TAP) [7, 8]), or the time needed for alkalinized yeast sus-
pension to return to normal pH value (the so-called vital titration) [9].
A method related to these techniques based on the generation and
maintenance of the transmembrane proton gradient is the determi-
nation of intracellular pH (ICP) by some fluorescent dyes [10].

It should be noted that the main process participating in the acidi-
fication power of yeast, i.e. the activity of the membrane H+-ATPase,
depends not only on the status of cells in different steps of the bre-
wing process (fresh cells, cells after storage, washing, etc.) but that,
during the fermentation, it depends very strongly on the growth phase.
During and after the diauxic shift the activity of the H+-ATPase in S.
cerevisiae drops markedly and remains low during the post-diauxic
and stationary phase [11].

An important step in evaluating the results of the AP test is the de-
finition of the threshold below which the AP values indicate insuffici-
ent yeast vitality. This threshold may change depending on the strain
and fermentation conditions. It is therefore convenient to define refe-
rence conditions to which the AP results obtained with different stra-
ins, wort lots and fermentation conditions can be referred. As part of
the Research task 8 „Determination of the effect of yeast physiologi-
cal state on haze formation in beer“, we tested the use of the stan-
dard RIBM wort as a reference acidification substrate. Provided the
RIBM wort meets the requirements (high and highly reproducible AP
values obtained with different strains) it could be used as a reference
standard for AP values obtained under other conditions (different stra-
ins, different wort composition, different hops and malt components,
etc.). With this aim in mind, we determined the AP values in three
most frequently used strains of bottom brewery yeast with glucose,
maltose, a glucose-maltose mixture and the standard RIBM wort as
exogenous acidification substrates.

2 METHODS

2.1 Cultures
Strains no. 2, 7 and 95 from the RIBM collection (Table 1) and strain

95 from the same brewery after 1st and 3rd pitching (Tabel 2).

2.2 Suspension preparation
Yeast cells were transferred from agar slants into 50 ml wort in

Freudenreich flask and cultivated for 48 h at 25 °C. Harvested and
washed yeast was resuspended to OD ca 30 (measured on Shimadzu
UV-1202 at 600 nm) in physiological saline. In some cases, cell counts
were determined for comparison in exactly diluted suspensions in
a Bürker chamber. Determination of AP value in dependence on the
number of pitchings was done with washed brewery yeast no.95 (from
the same brewery) after 1st and 3rd pitching.

2.3 Procedure
The suspension was kept at 25 °C, pH was adjusted to 6.3 and AP

values were determined with different substrates by measuring pH
drop at intervals according to [5]. In the other set of experiments, ye-
ast suspensions were again diluted to OD ca 30 and the subsequ-
ent procedure was the same.

3 RESULTS

Acidification power of 3
brewery strains with different
substrates. The results in Table
1 show that the AP values obtai-
ned with glucose as acidification
substrate are higher than with
maltose or a maltose/glucose
mixture and the differences bet-
ween the strains were negligible.
On the other hand, with maltose
the AP values were much lower,
their scatter was much larger and
marked differences appeared
among individual strains obvi-
ously due to differences in the ef-
ficacy of maltose transport and/or
metabolism. With the exception

titrated acidification power (TAP) [7, 8]) nebo čas nutný k dosažení
normálního pH po alkalizaci buněčné suspenze (tzv. vitální titrace)
[9]. Metodou navazující na tyto techniky založené na aktivní tvorbě
a udržování protonového gradientu buňkami je stanovení vnitrobu-
něčného pH (tzv. ICP) pomocí některých fluorescenčních barviv
[10].

Je třeba si uvědomit, že hlavní pochod podílející se na acidifi-
kační schopnosti kvasinek, tj. činnost H+-ATPasy, závisí nejen na
stavu buněk z různých fází pivovarského provozu (propagace, po-
čty nasazení, praní atd.), ale že závisí i během fermentace velmi
silně také na růstové fázi. Během diauxického přechodu a těsně po
něm se aktivita H+-ATPasy u S. cerevisiae prudce snižuje a zůstává
nízká během post-diauxické a stacionární fáze [11].

Podstatným krokem při posuzování výsledků AP testu je stano-
vení hranice, pod kterou hodnoty AP ukazují na nedostatečnou vi-
talitu buněk. Tato hranice se může měnit podle kmene a provoz-
ních podmínek. Je tedy výhodné stanovit referenční podmínky, ke
kterým je možno výsledky získané s jednotlivými kmeny, druhy mla-
diny a fermentačními podmínkami vztáhnout. V rámci Výzkumného
úkolu 8 „Zjišťování vlivu fyziologického stavu kvasnic na tvorbu zá-
kalů v pivu“ jsme testovali použití standardní sušené mladiny pro-
dukované ve VÚPS jako referenčního acidifikačního substrátu. Za
předpokladu, že mladina VÚPS bude nadále vykazovat vysoké
a dobře reprodukovatelné hodnoty AP pro jednotlivé kmeny, lze
k těmto hodnotám vztahovat hodnoty naměřené za jiných podmí-
nek (různé kmeny, různé složení mladin, různé obsahové látky
chmele, sladu, atd.) jako ke standardu. S tímto cílem jsme stano-
vovali hodnoty acidifikační schopnosti u tří nejpoužívanějších
kmenů spodních pivovarských kvasnic za použití glukosy, maltosy,
směsi glukosy a maltosy a standardní sušené mladiny z VÚPS jako
exogenních acidifikačních substrátů.

2 METODIKA

2.1 Použité kultury
Kmeny č. 2, 7 a 95 sbírky VÚPS (tab. 1) a provozní kmen č. 95 ze

stejného pivovaru po 1. a 3. nasazení (tab. 2).

2.2 Příprava suspenze
Kvasničné buňky byly ze šikmého agaru přeneseny do 50 ml mla-

diny ve Freudenreichově baňce a kultivovány 48 h při 25 °C. Po sk-
lizení a promytí byly kvasnice zředěny na OD cca 30 (měřeno na Shi-
madzu UV-1202 při 600 nm) fyziologickým roztokem. V některých
případech byl pro srovnání koncentrace stanoven také počet buněk
v přesně naředěné suspenzi v Bürkerově komůrce. V další fázi, při
stanovování závislosti hodnoty AP na počtu nasazení, byly použity
prané provozní kvasnice č. 95 (ze stejného pivovaru) po 1. a 3. na-
sazení.

2.3 Postup
Suspenze byla temperována na 25 °C, počáteční pH nastaveno na

6,3 a měřením jeho poklesu v časových odstupech stanoveny hod-
noty AP [5] při použití různých substrátů. Ve druhé sadě pokusů se
ředily získané buněčné suspenze rovněž na OD cca 30, další postup
byl stejný.

3 VÝSLEDKY

Acidifikační schopnost 3 pi-
vovarských kmenů s různými
substráty. Výsledky v tab. 1 uka-
zují, že při použití glukosy jako
substrátu jsou naměřené hod-
noty AP vyšší než při použití mal-
tosy a směsi maltosy a glukosy,
a rozdíly mezi kmeny jsou zane-
dbatelné. S maltosou byly hod-
noty AP podstatně nižší, měly
mnohem větší rozptyl a objevily
se markantní rozdíly mezi jedno-
tlivými kmeny dané zřejmě roz-
díly v efektivitě transportu a/nebo
metabolismu maltosy. S výjimkou
kmene 7 nemělo přidání glukosy
k maltose očekávaný vliv na zvý-
šení hodnot AP, pouze podstatně
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Glukosa / Glucose Maltosa / Maltose Maltosa + glukosa/ Standardní mladina
Maltose + glucose VÚPS / Standard 

7:1 RIBM hopped wort 
Kmen / Strain

2 7 95 2 7 95 2 7 95 2 7 95 
0,8 ± 0,81 ± 0,8 ± 0,64 ± 0,47 ± 0,32 ± 0,39 ± 0,54 ± 0,40 ± 1,19 ± 1,08 ± 0,96 ± 

0,18 0,12 0,16 0,38 0,29 0,15 0,11 0,04 0,09 0,24 0,21 0,15
100 101 100 100 73 50 100 139 103 100 91 81

Tab. 1 / Table 1 Srovnání acidifikační schopnosti 3 kmenů v České
republice běžně používaných pivovarských spodních kvasnic při pou-
žití různých substrátů / Comparison of acidification power of 3 stra-
ins of brewery bottom yeast with different substrates

Údaje jsou uvedeny jako průměr ± SD, n = 6 pro kmeny 2 a 7, n = 7 pro
kmen 95. Poslední řádek v tabulce uvádí údaje v procentech vzhledem
ke kmenu 2. / The data are means ± SD, n = 6 for strains 2 and 7, n = 7
for strain 95. The bottom line shows the per cent data relative to strain 2.
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of strain 7, addition of glucose to
maltose did not have the expec-
ted effect of increasing the AP va-
lues but merely considerably
suppressed the scatter of AP va-
lues, making the results statisti-
cally more reliable. The highest
AP values were determined in all
strains when using the RIBM
standard dried wort [12], the re-
lative error being 15–20 %.

Another test concerned the de-
termination of the AP value in
strain 95 on the number of yeast
pitchings (Table 2). AP increase
in the third pitching relative to the
first one was observed only with
glucose as substrate. A charac-
teristic feature was again the hig-
hest AP value measured with
RIBM wort, with the systemati-

cally lowest relative error of AP assay among all substrates (≤ 14 %).
The results of these tests show that the standard RIBM wort meets
the demands for a reference acidification substrate.

4 DISCUSSION

The results in Tables 1 and 2 indicate that the RIBM wort contains
substances that positively affect yeast vitality measured by the AP
test. This, however, need not hold for all worts and all fermentation
conditions – e.g. some hop substances, tannins, etc. may lower the
AP value and thus negatively affect the pitching yeast vitality [13].Ye-
ast cells are protected against the chemical stress caused by some
substances present in the wort by systems ensuring the so-called
multidrug resistance (MDR) [14].

These systems are in fact particular membrane transport proteins
with very broad substrate specificity, which have been very intensi-
vely studied in laboratory strains whereas very little is known about
their features in industrial strains. These proteins dramatically incre-
ase cell resistance to chemical stress by actively exporting from the
cells a broad spectrum of foreign substances and also toxic products
of cell metabolism. Among the substances exported from exponen-

tial cells are, e.g., phenolic substan-
ces, amines and quaternary ammo-
nium compounds, heavy metals, etc.
MDR transporters are also responsible
for active extrusion of oxidatively da-
maged cell components.

5 CONCLUSION

The activity of MDR transporters in
yeast in the post-diauxic growth phase
drops similarly to the H+-ATPase [15].
Although post-diauxic cells are in ge-
neral much more resistant to oxidative
and chemical stress than actively divi-
ding exponential cells, the strong drop
in the activity of MDR pumps during
and after the diauxic shift may bring
about increased cell sensitivity to, e.g.,
some wort components, surrogates,
etc. The recent data on laboratory S.
cerevisiae strains also show that the
activity of the MDR transporters may
be markedly affected by the composi-
tion of the spent yeast culture medium.
In brewery strains, yeast vitality can be
affected by the wort composition to-
wards the end of fermentation.

The work was supported by
the Research task 8 of RIBM

„Determination of the effect of yeast
physiological state on haze formation

in beer“.

snížilo rozptyl mezi jednotlivými
měřeními, a výsledky byly tedy
statisticky spolehlivější. Nejvyšší
hodnoty AP byly naměřeny
u všech kmenů při použití stan-
dardní sušené mladiny běžně vy-
ráběné veVÚPS [11], přičemž re-
lativní chyba stanovení byla
15–20 %.

Zvýšení AP u třetího nasazení
vzhledem k prvnímu bylo pozo-
rováno pouze u glukosy jako sub-
strátu. Charakteristickým rysem
byla opět nejvyšší hodnota AP
naměřená s mladinou VÚPS,
s konzistentně nejmenší relativní
chybou stanovení mezi všemi
substráty (≤ 14 %). Výsledky
těchto pokusů ukazují, že stan-
dardní mladina VÚPS vyhovuje
nárokům na referenční acidifi-
kační substrát.

4 DISKUSE

Z výsledků v tab. 1 a 2 plyne, že mladina VÚPS obsahuje látky příz-
nivě ovlivňující vitalitu kvasnic měřenou pomocí AP testu. To nemusí
platit u všech mladin a za všech fermentačních podmínek – např.
hořké chmelové látky či taniny mohou snižovat hodnotu AP, a tedy
negativně ovlivňovat vitalitu násadních kvasnic [13]. Na obranu proti
škodlivému působení chemického stresu způsobeného některými lát-
kami v prostředí jsou kvasničné buňky vybaveny systémy tzv. mno-
hočetné rezistence vůči xenobiotikům (multidrug resistance, MDR)
[14].

Tyto systémy jsou vlastně speciální membránové transportní bíl-
koviny s velmi širokou substrátovou specifitou, které jsou intenzivně
studovány u laboratorních kmenů, zatímco u průmyslových kmenů
jim byla zatím věnována velmi malá pozornost. Ty podstatně zvyšují
rezistenci buněk vůči chemickému stresu tím, že aktivně vypuzují
z buněk široké spektrum cizorodých látek i toxických produktů bu-
něčného metabolismu. Mezi látky vypuzované z exponenciálních
buněk patří např. fenolické látky, aminy a kvarterní amoniové slouče-
niny, těžké kovy atd. MDR transpor-
téry jsou rovněž zodpovědné za ak-
tivní export oxidativně poškozených
buněčných komponent.

5 ZÁVĚR
Aktivita MDR transportérů u kva-

sinek v post-diauxické fázi růstu
klesá podobně jako u H+-ATPasy
[15]. I když jsou post-diauxické
buňky obecně podstatně odolnější
vůči oxidativnímu a chemickému
stresu než aktivně se dělící buňky
exponenciální, silný pokles činnosti
MDR pump během diauxického pře-
chodu a po něm může způsobit je-
jich zvýšenou citlivost např. na ně-
které součásti mladiny, surogáty atd.
Nejnovější výzkumy na laborator-
ních kmenech S. cerevisiae ukazují,
že aktivita MDR transportérů může
být podstatně ovlivněna také slože-
ním vyčerpaného média kvasničné
kultury; u provozních pivovarských
kmenů tedy nelze vyloučit, že vita-
lita buněk bude ovlivněna složením
fermentované mladiny.

Práce byla řešena
v rámci Výzkumného úkolu VÚ–8:

„Zjišťování vlivu fyziologického
stavu kvasnic na tvorbu zákalů

v pivu“.

Obr. 1 / Fig. 1 Vliv systémů zajišťujících buněčnou rezistenci
vůči chemickému stresu na vitalitu kvasnic. MDR pumpy
v plasmatické membráně kvasinek. ABC – MDR pumpa typu
ATPasy, RND – jedna z MDR pump závislých na protono-
vém gradientu. Cizorodé látky, např. složky mladiny (černé
útvary), které pronikají do buňky, mohou být vypuzovány na
účet hydrolýzy ATP (ABC) nebo protonového gradientu
(RND). / Effect of systems ensuring cellular resistance to che-
mical stress on yeast vitality.
MDR pumps in the yeast plasma membrane. ABC – ATPase
type MDR pump, RND – one of proton gradient-dependent
MDR pumps. Foreign substances, e.g. wort components
(black shapes), that penetrate into the cells can be exported
from the membrane lipid matrix or from cell interior at the ex-
pense of ATP hydrolysis (ABC) or H+ gradient (RND).

Glukosa / Glucose Maltosa / Maltose Standardní mladina
VÚPS / Standard 

RIBM hopped wort 
1. 3. 1. 3. 1. 3.

0,67 ± 0,16 0,71 ± 0,11 0,44 ± 0,14 0,40 ± 0,09 1,05 ± 0,15 1,05 ± 0,15
100 106 100 91 100 100

Tab.2 / Table 2 Srovnání acidifikační schopnosti kmene č. 95 pivo-
varských spodních kvasnic z provozu při použití různých substrátů
po prvním a třetím nasazení / Comparison of the acidification power
of strain 95 of brewery bottom yeast with different substrates after
the first and third pitching

1. kvasnice po prvním nasazení / yeast after first pitching
3. kvasnice po třetím nasazení / yeast after third pitching
Údaje jsou uvedeny jako průměr ± SD, n = 10. Poslední řádek v tabulce
uvádí údaje v procentech vzhledem k prvnímu nasazení. / The data are
given as means ± SD, n = 10. The bottom line shows the per cent data
relative to the first pitching.
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