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Stanoveni kvasinek v pivovarskych meziproduktech
1 v stofeném pivé je dileZitou metodou provozni kontro-
ly v pivovarském primyslu. Kultivaci na plotndch sla-
dinového [mladinového) agaru nebo Zelatiny uréime po-
dle poftu narostlych kolonii mnoZstvi kvasinek v piivod-
nim vzorku. PFi nizkém obsahu kvasinek zachytime buii-
ky na membranovém filtru a pFiloZime jej na plotnu
Zivné pady. K tomuto Gfelu vyrdbi IMUNA, n. p., Sarig-
ské Michalany sladinové Zivné podloZky s pfFiloZenym
membranovym filtrem. Jimi lze nahradit agarové nebo
Zelatinové pilidy a tim rozbor urychlit. Pri stanoveni ci-
zich kvasinek priddvame do Zivné pidy kyselinu jod-
octovou (Silhdnkovd 1962, a, b, Savel 1970, Bendovd a
Kurzovd 1972), nebo krystalovou violet (Scherrer et al.
1969 ), které zabrafuji ristu kulturnich kvasinek.

Ve vzorcich z pivovarského provozu byvaji kromé kva-
sinek &asto pFitomny riizné druhy baktérii. Mnohé z nich
rostcu na pihddch pouZivanych k stanoveni kvasinek,
potlaguji jejich rist a znemoziuji pfesné odecitani poctu
kvasniénych kolonii. Proto je nutno jejich vliv elimino-
vat. NejCasteji jsou zastoupeny koliformni baktérie, ji-
nou zavaznou kontaminaci jsou baktérie mlétnéno kva-
Seni.

Potlateni baktérii lze dosdhnout raznymi zdsahy.
Wackerbauer a Emeis (1967] zkoumali selektivni pro-
stfedky jako thaliumacetat, kyselinu sorbovou a §-fenyl-
etanol k zamezeni ristu gramnegativnich baktérii nale-
Zejicich k rodim Escherichia, Enterobacter za Obesum-
bacterium. Utelem jejich prdce v3ak bylo odstranit ru-
Sivy vliv gramnegativnich baktérii pfi stanoveni mléc-
nych baktérii.

Ke stejnému tucelu lze pouZit i nékterd antibiotika. PFi-
davek polymyxinu do Zivné phdy zabrdni riistu bdZné
pivovarské bakteridlni kontaminace, nema vsak vliv na

rist_kvasinek. Tohoto poznatku bylo vyuZito p¥i odstra-
fovani baktérii z piva a kvasnic (Case a Lyon 1958,
Morris 1956, Kato a Nishikawa 1957, Zalicka a Nowa-
kowska 1965). Toto antibiotikum je vSak v CSSR obtiZné
dostupné.

Jiny zpfisob odstranéni baktrii ze smé&si s kvasinkami
je zaloZzen na filtraci membrdnovym filtrem, ktery za-
chyti kvasinky, ale propusti baktérie. Nobile [1967) po-
uzil metody dvoji filtrace pro soub&iné stanoveni bakté-
rii a kvasinek. PFi prvni filtraci se oddéli kvasinky na
filtzech s pory velikosti 1,2 um a dal3i filtraci na fil-
trech s pory 0,22 um se zachyti baktérie. Firma Sarto-
rius vyrabi filtrani aparaturu umoZiiujici provést obé
filtrace soucasné (Dachs 1971).

V nasi laboratofi jsme prezkou$eli ob& metody zame-
zenl ruSivého vlivu baktérii pfi stanoveni kvasinek.
Abychom zpFistupnili tyto metody co nejv&t3imu po&tu
zdavodnich laboratofi, pouZili jsme materialu i antibiotik
b&Zné dostupnych v CSSR.

V prvni sérii zkou3ek jsme filtrovali riiznd piva obsa-
hujici kulturni i divoké kvasinky a b&Znou bakteridlni
mikrofloru sgub8&Zné filtry SYNPOR 4, 5 a 6 s velikosti
pord 0,85, 0,60 a 0,40 ym a filtry kultivovali na plotndch
mladinového agaru. Na filtrech SYNPOR 5 a 6 vyrostlo
po kultivaci kromé& kvasinek také velké mnoZstvi bak-
teridlnich kontaminanti, které znemoZiiovaly pfesné
urfeni poftu kvasinek. Na filtrech SYNPOR 4 rostly
vétsinou pouze kvasnitni kolonie a v n&kterych pFipa-
dech rovnéZ men3i mnoZstvi bakteridlnich kolonii. Ve
filtratech z filtri SYNPOR 4 a 5 jsme nékdy prokazali
velmi drobné cizi kvasinky, které pronikly té&mito
filtry.

Abychom si ovéfili, do jaké miry je stanoveni touto
metodou spolehlivé, opakovali jsme v3echna stanoveni
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na mladinovém agaru a na mladinovém agaru s pfi-
davkem streptomycinu (viz déle), potlaéujiciho rist béz-
né bakteridlni kontaminace. Vyhodnocenim vétsiho po&tu
vzorkii jsme zjistili, Ze pocet kvasinek, zachycenych
filtraci stejného vzorku na membrénovych filtrech s riz-
nou velikosti pért byl stejny. V jednom pFipad8 vy-
rostlo na filtru SYNPOR 4 menSi mnoZstvi kvasniénych
kolonii ve srovnédni s filtry SYNPOR 5 a 6. Proto jsme
dale nezkousSeli filtry SYNPOR 3 s jesté vétSimi pory.
Pronikani malého mnoZstvi drobnych kvasinek do filtra-
tu ve v&tSiné pripadd vyrazné neovlivnilo stanoveni cel-
kového po¢tu kvasinek.

V druhé sérii zkouSek jsme k odstranéni ru$ivého vlii-
vu baktérii pouZili siranu streptomycinu. Antibiotikum
streptomycin inhibuje rist vétSiny gramnegativnich a
nékterych grampozitivnich baktérii. Na plotny mladi-
nového agaru s pfidavkem 10—100 ug/ml siranu strepto-
mycinu, (déle jen streptomycinu) odstupifiovanym po
10 pg/ml, jsme pipetovali vzorky pivovarskych mezipro-
duktd jako infikované mladiny, piva aj. Vzorky Cerstvé
stofeného piva jsme pfedem filtrovali membranovym
filtrem SYNPOR 6, zachycujicim spolehlivé veSkeré kva-
sinky. Pro srovndni jsme stejné vzorky ockovali na
plotny mladinového agaru bez pridavku streptomycinu.

Bakteridlni kontaminace narostld na plotnach mladi-
nového agaru ¢asto znemoZiovala ode€itdni kvasninych
kolonii. Naproti tomu na plotndch s pFidavkem strepto-
mycinu s koncentraci vy3Si neZ 50 ug/ml, byly ve v&tsi-
né pPipadld inhibovany veSkeré baktérie. V ojedinélych
pfipadech vyrostlo na téchto plotndch malé mnoZstvi
bakteridlnich kolonii, které viak neznemoZiiovaly odette-
ni pottu kvasniénych kolonii. Uplného odstran&ni bakte-
ridlnich kolonii jsme dosdhli aplikaci b&Zné& pouZivané
davky streptomycinu a 100 ug/ml V-penicilinu (Spofa,
200 000 j/0,25 g) do Zivné pidy.

Poget kvasinek narostlych na plotndch s riiznym mnoZ-
stvim streptomycinu byl prakticky stejny. Z toho je
zfejmé, Ze streptomycin nemd vliv na rast kvasinek.
Tento zavér jsme si potvrdili soub&inym o&kovanim
¢istgch kmenii kvasinek na plotny mladinového agaru
s pridavkem streptomycinu. Také v tomto pfipadé byl
pocet kvasniénych kolonii narostlych na plidé se strepto-
mycinem stejny jako na pidé s mladinovym agarem.

Streptomycin lze aplikovat i pti stanoveni kvasinek
na sladinov§ch Zivnych podloZkach IMUNA. K navlhéeni
podloZek pouZijeme 3—4 ml roztoku streptomycinu (50
aZ 100 pg/ml) v sterilni vodé a dale poastupujeme jako
obvykle.

Pridavek streptommycinu se osvédd&il i pfi stanoveni ci-
zich kvasinek na plidé s krystalovou violeti. Také v tom-
to pripadé umoZfioval streptomycin dobré odecitani
kvasniénych kolonii p¥i kultivaci vzorki, pipetovanych
pfimo na indika¢ni pidu nebo po zachyceni kvasinek
membranovym f{ilttem. Do piidy s kyselinou joédoctovou
neni nutné antibintikum pfFiddvat, nebot vétSina bakté-
rii na této ptdé neroste. Je =zajimavé, Ze pfridavek
streptomycinu do piidy s fuchsinsifi¢itou smési k prii-
kazu cizich kvasinek (Brenner et al. 1970) mél jen ome-
zeny uéinek.

Na zikladé téchto vysledkii doporufujeme pfii stano-
veni kvasinek na mladinovém nebo sladinovém agaru
pridavat streptomycin. Roztok streptomycinu asepticky
pripravime ve sterilni vodé a malé mnoZstvi roztoku
(asi 1 ml/100 ml phdy) pipetujeme pfed rozlévanim do
roztavené pidy, ochlazené na 40°C. Koncentraci vod-
ného roztoku volime tak, aby vysledna koncentrace
streptomycinu v pidé byla 50 pg/ml. Pfi nalévani ma-
1ého mnoZstvi do misek je vyhodné pipetovat roztok
streptomycinu pfimo na misky a pirelévat jej rozehfaton
plidou. Penicilin pFfiddame jen v ojedin&lych pfipadech.
Vzorky s vétSim obsahem kvasinek predem fedime na

vhodnou koncentraci a suspenzi pipetujeme pfimo na
pidu se streptomycinem, vzorky s nizkym obsahem kva-
sinek (pivo) prefiltrujeme membranovym filtrem
SYNPOR 6, ktery pFiloZime na plidu s pfidavkem strepto-
mycinu.
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Stanoveni kvasinek v pivé a pivovarskych meziproduk-
tech je €asto ruSeno pfitomnosti baktérii, které po kul-
tivaci znemo#Ziiuji odeéitdni kvasniénych kolonii. Zame-
zeni tohoto rudivého vlivu se dosdhne dvojim zpfisobem;
filtraci filtrem SYNPOR 4, ktery propusti baktérie, ale
zachyti kvasinky nebo piidavkem streptomycinu (50 aZ
100 wg/ml), popf. jeho kombinace s penicilinem (100 ug/
/ml) do Zivné pady. Pro provozni praxi se doporuluje
pridavek streptomycinu do piid pro stanoveni kulturnich
i divokych kvasinek. Popsané metody vyuZivaji materiald
i latek b&Zn#& dostupnych v CSSR.

Iagen, S.: — Pxepxkuxosa, A.: Helitpanusanus napyma-
j0llero BJMSAHHA MPUCYTCIBHS OakTepuii NpH onpeneieHuH
ApPO¥IKeidi B MHBOBAPEHHBIX nNpomnpoaykTax. Kpac. npym.
19, 1973, Ne 7, 145—147.

[lpu onpenejeHHH JpoKeli B NHBE H [POMENKYTOYHBIX
MPOAYKTax MHBOBAPEHHS NPAaBHJbHBIH aHAJIH3 4aCTO 3aTPy-
JHSET TPHCYTCTBHE DPa3HBIX OaKTepHi, BJHAKWEX Hebaa-
rONpHATHO HA TOYHOCTH OUEHKH KOJOHHA [ApOXiKeid nocie
MX KyJTHBaUHMM B COOTBeTCTBylouleil cpene. [las Hekawoue-
HHSl BPEJHEro BJHSHHS NPHCYTCTBHA GaKTepuii NPHMEHAIOT-
cs aBa pa3Hbix Merona. Ilepsulii 3ak/iodaercs B (uibTpa-
uun ¢ nomouwe ¢uietpa CHHIIOP 4, nponyckaioulero
GaKTepHH, 3alepXKHBAWLIEro, OIHAaKo, APOXxH. Ilpyram
METOJO0M fABJAfeTca nofaBKka CTPeNTOMHUHMHA B MNHTaTe/b-
uylo cpeay B koangectse 50—100y/ma. BoamMoxHo TakKe
KOMOHHHDOBATh CTPENTOMHUHH ¢ neHuuuaauHom (100p/ma).
Jlis aHaAM30B B [POH3BOICTBEHHBIX YC/IOBHSX, HANp4BJEH-
HBIX HA ONpeje]eHHe KYJbTYPHBIX H AHKHX IDOMIKed, pe-
KOMEHAyeTcs NpUMeHeHHe CTPeNTOMHLMHA B cpene. Hyx-
hble Il AHAJH33a XUMHKATH H TakiXe (DUILTPBl BbINIYCKa-
I0TCH 4YEeXOCJIOBAIKOH XMMHUECKOH NPOMBILIJIEHHOCThIO.

Savzl, ]. - Refichova, A.: Eliminating Disturbing Eifects
of the Presence of Bacteria Upon the Dztermination of
Yeast in Brewing Semiproduets. Kvas. prim. 19, 1973,
No. 7, 145—147.

The presence of bacteria in beer nad brewing semi-
products affects unfavourably the delerminaion of
yeast, since after cultivation in appropriate media it is
difficult to identify correctly the colonies of yeast. Two
methods are used to eliminate the disturbing effecis
caused by bacteria. One of them is filtration trough a
SYNPOR 4 filter. Bacteria can pass through the filter
while yeast is trapped. The other is based upon the ef-
fects of streptomycin added to medium (50—100 y/ml).
Streptomycin may be combined with penicillin (100 v/
/ml). The streptomycin method can be recommended for
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routine analyses which are carried out to identify
culture and wild yeast. Both mentioned antibiotics and
filters are available in Czechoslovakia and described
methods are here used.

Savel, ]. - ReFichové, A.: Beseitigung des stbrenden Ein-
flusses der Bakterien bei der Bastimmung der Hefen in
Brauereien. Kvas. prim. 19, No. 7, S. 145—147.

Die Bestimmung der Hefen in Bier und Brauerei-
-Zwischenprodukten wird oft durch die Anwesenheit von
Bakterien gestort, die nach der Kultivation die Abzdhlung

der Hefekolonien unmdoglich machen. Dieser stdrende
Einfluss kann durch zwei Eingriffe beseitigt werden,
und zwar entweder durch Filtration tiber das Filter
SYNPOR 4, das die Bakterien durchlésst, die Hefen aber
anfféngt, oder durch Zugabe von Streptomycin [50—100/
r/ml), bzw. in Kombination mit Pennicillin (100 y/ml) zu
dem Néhrboden. Fiir die Betriebspraxis wird die Zugabe
von Streptomycin zu den Ndhrbdden fiir die Bestimmung
der Kultur- und wilden Hefen empfohlen. Die beschrie-
benen Methoden benétigen keine Substanzen oder Ma-
teriale, die in der CSSR nicht laufend erreichbar wiren.



