VYUZITi MERENI ZAKALU PRI JEDNORAZOVE KULTIVACI MIKROORGANISMU K RYCHLE
MIKROBIOLOGICKE KONTROLE V PIVOVARSTVI

Doc. Ing. PETR SLADKY, Mgr. HANA CISAROVA, KCHFO MFF UK, Praha

Ing. IDA HOLLEROVA, Ing. PETRA KOHOUTOVA, VUPS Praha, a. s.

Klicova slova: rustové kfivky, zakal, nefelometrie, turbidimetrie, jednorazova kultivace

1. UVOD

Je znidmo, ze v prubéhu zkvaSovini ex-
traktu mladiny dochdzi k jejimu zvySenému
zakaleni v duasledku rozmnoZeni kvasnic
a jejimu naslednému vy¢ifeni flokulaci a se-
dimentaci. Pfestoze se uvedeného jevu v pi-
vovarstvi od nepaméti empiricky vyuZiva
k vedeni kvaSeni na zakladé vizualnich po-
zorovini, vyuZiti kvantitativnich méfeni ki-
netiky zdkalu v pribéhu kvaseni, ¢i obecné
béhem kultivace mikroorganisma v kapal-
nych padach, v §irsi pivovarské praxi chybi.
Zatimco piimé provozni méfeni zdkalu
v kvasnych &i leZickych tancich je v sou-
¢asné dobé znacné technicky i ekonomicky

slozité, laboratorni zméfeni zdkalu pivovar-
skych vzorkl je b&Znou zéleZitosti diky roz-
§ifeni modernich metod a zafizeni.

Cilem predloZené price je popsat pra-
covnikiim provoznich pivovarskych labora-
toii nenakladné a ucinné zpusoby vyuZiti
méfeni Kinetickych zmén zdkalu pfi kulti-
vaci mikroorganismit v kapalném médiu
k rychlé provozni technologické i mikrobi-
ologické kontrole. Vzhledem k §ifi pojednd-
vané problematiky a v souladu s jejim prak-
tickym vyznamem se v této prdci omezime
na popis vyuziti méfeni kinetiky zdkalu za
pokojové teploty ve dvou modelovych pri-
kladech: rozmnoZovani kvasnic ve sladiné

amlé&nych bakterii v tekuté pidé MRS. Pfi-
tom t€7i§té prace ponechdme na jeji meto-
dicko-pfistrojové Casti a zevrubném popisu
postuplt a vyhodnoceni naméfenych dat,
véetné udani orientaéni Casové, resp. ergo-
nomické naroénosti uvedenych méfeni, coz
je projejich praktické vyuZiti v pivovarskych
laboratofich rovnéz dulezité.

2. PRINCIP METODY

Jak plyne z ndzvu price, je princip me-
tody zaloZen na poznatcich o pribéhu jed-
nordzovych kultivaci (viz napt. [ 1-4]).

V prvnim piiblizeni vychdzime z expo-
nencidlniho modelu rozmnozovini. Pfi jed-
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norazové Kultivaci mikroorganismu v kapal-
nych ptidich dochdzi, vedle zmén jinych ra-
stovych parametri, zvIasté ke zménam ru-
stové rychlosti. V jisté fizi rozmnoZovani
mikroorganismi tuto ristovou rychlost mii-
Zeme popsat, jak je znamo [1], linearni di-
ferencidlni rovnici prvniho fadu

dx
—=x ()
dr ke
kde p = konst. = specificka ristova rych-
lost, ¢ je ¢as a x je veli¢ina souvisejici s po-
¢tem jedinci v jednotce objemu. Integral
této rovnice ma pak tvar

x(t) = x(0)e” (2)

Za predpokladu, Ze mnoZeni mikroorga-
nismu probiha délenim jednoho mikroorga-
nismu na dva, tj. geometrickou fadou se za-
kladem dvé, 1ze koncentraci jedincl v n-té
generaci popsat 1éZ rovnici

Xy = Xp2" (3)

a vedle specifické ristové rychlosti defi-
novat tzv. ¢as zdvojeni, resp. tzv. generacni
dobu, pomoci vztahu:

n2
m
Pro srovnani naméfenych veli¢in x(r) s te-

orii je vyhodné pracovat s In variantou rov-
nice (2):

(4)

bl

Inx(r) = pr + Inx(0) (5)

Jestlize provedeme jednorazovou kulti-
vaci mikroorganismi v kapalné pudé, na kte-
rou dopadd svazek svétla, bude dochdzet
k rozptylu svétla na mnoZicich se ¢asticich
mikroorganismi. Zméfime-li ve vhodném
uspordddni toto rozptylené svétlo pomoci
moderniho fotometru jako funkci Casu, zis-
kiame kfivky souvisejici s ristovymi kfiv-
kami kultivovanych mikroorganismu. Na zi-
kladé toho pak muZeme riustové kfivky
mikroorganisma v kapalnych pudach, sni-
mané pomoci transmisnich nebo jinych fo-
tometru, definovat nazvem , fotometrické ri-
stové kiivky™ .

I kdyz ,.fotometrické* riistové kfivky jsou
zaznamendvdny jinak neZ rustové kfivky
mikroorganismii, stanovené pocitanim ko-
lonii, mohou s nimi v prvnim pfiblizeni
korelovat s dostate¢nou presnosti, kterou
stanovime napf. cejchovanim pouZitych fo-
tometril, a to zvIasté pfi malych koncentra-
cich v exponencidlni fazi rustu, o cemz se
snadno pocetné pfesvédCime pomoci vyie
uvedenych rovnic.

3. PRAKTICKE ZPUSOBY MERENI
Jak bylo nazna¢eno v pfedchozi kapitole.
zmény zikalu v kultivovanych vzorcich lze
méfit pomoci béznych laboratornich trans-
misnich fotometri. Praktickou nevyhodou
tohoto zplsobu je. Ze pii méfeni je nutno
vzorky umistit nebo primo kultivovat ve spe-
cidlnich firemnich kyvetich predepsanych
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Obr. 1 Sestava aparatury pro méreni mikrobiologickych zdkalii kapalnych vzorkit o objemu
5 az 500 ml ve zkumavkdch i komercnich lahvich

rozméru. Vedle toho, Ze tyto kyvety jsou po-
mérné drahé, maji vétSinou i kvadraticky
prifez, coZ zvy3Suje pracnost jejich umyvani
a omezuje moZnost pracovat se sérii vice
kultivaci. BohuZel, komer¢ni transmisni fo-
tometry vét§inou neumoZziuji méfeni v béz-
nych laboratornich zkumavkach, které jsou
nejen cenové dostupné, ale rovnéz vhodné
pro sériové mikrobidlni kultivace, nebot je
lze ucinné umyvat a sterilizovat.

NaStésti teorie i praxe fotometrickych
méfeni ukazuje, ze lze méfit velice presné
zikal i v béZnych laboratornich zkumavkiéch
v tzv. nefelometrickém uspofidini, a to do-
konce 1 ve zkumavkdch rizného priméru
podle velikosti prifezu budiciho optického
svazku. Dal3i teoretickou i praktickou pfed-
nosti nefelometrickych méfeni je, Ze jejich
vysledky jsou méné ovlivnény rozmeéry svét-
lorozptylujicich mikroorganismi, jeZ se mo-
hou pfi rozmnoZoviani ménit a tak zkreslovat
interpretaci vysledkd transmisnich méfeni
zéakalu.

Vedle vyse zminénych prednosti nefelo-
metrie ke sledovani kultivaci ve zkumavkiéch
je pro praktické vyuZiti popisované metody
rozhodujici jeji pristrojova dostupnost
v bézné provozni pivovarské laboratofi v po-
dob& moderniho laboratorniho pivovarského
zikaloméru.

Vétsina modemnich pivovarskych labo-
ratornich zdkaloméri pracuje normativné
v zdkladnim nefelometrickém uspofidani
a umoZziuje méfeni zakalu vzorka i v ko-
mercnich lahvich. Radu typu téchto zikalo-
méru lze snadno upravit i pro méfeni kulti-
vaci v béZnych laboratornich zkumavkdch.
Vedle toho tyto zikaloméry umoziuji pou-
Zit rucni 1 automatizované postupy méfeni
pomoci osobniho poéitace (viz obr: 1).

4. POSTUPY MERENI

Podle typu pfistrojového vybaveni a po-
¢tu méfenych vzorkd je moZno pouZzit pfi
méreni vyvoje zikalu kultivovanych vzorka
ve zvolenych nidobéich a pi zvolené teploté

postup bud ru¢niho, nebo automatického
méfeni vzorkl a zdznamu naméfenych dat
v zavislosti na Case.

V pfipadé ruénich méfeni se zaznamena-
vaji naméfend data s vyhodou do tabulky
napf. ve tvaru uvedeném v rab./. Pro gra-
fické zpracovani naméfenych dat z tabulky
se vynaSi na osu y spiSe pfirozeny logarit-
mus hodnoty zdkalu v daném ¢ase. Dba se
na dasledny popis vzorkd, tj. o€islovani zku-
mavek i ¢asu méfeni jednotlivych sekvenci.
Vyhodné je zacit méfeni s jednorazovym vy-
hlediavacim kultivaénim pokusem oproti sa-
motné pudgé, tj. se dvéma zkumavkami ¢i lah-
vemi. Vysledky ru¢nich méfeni je moZno
zpracovat pomoci nékterého z komerénich
nebo autorskych tabulkovych a grafickych
pocitacovych programi.

Veétsi produktivity méfeni miZe byt do-
sazeno pfirozené automatickym postupem
pomoci PC. Pomoci vhodného poéitatového
programu lze vysledky souCasné Cist i gra-
ficky prohlizet na obrazovce a pripadné
i tisknout v uspofadani dle obr. /.

5. MATERIALY A PRIPRAVA

VZORKU

Vzorky pro nefelometrické sledovani
kultivaci ve zvolenych nadobach (zkumav-
kiach, valcovych kyvetich ¢i sklenickach,
atp.) pripravujeme znimymi mikrobiologic-
kymi postupy popsanymi zevrubné v do-
stupné literature (viz napr. [2,3]).

Pro zvySeni analytické prukaznosti se
osvédCuji jak variace ve sloZeni a koncent-
raci Zivnych puad. tak i inokula. Metoda
umoZiiuje méfeni jak nativnich pivovar-
skych vzorku, jako napf. sladiny a mladiny
¢i piva. tak i vody s pfirozenou provozni in-
fekei a to pfimo i v komercnich obalech atp..:
Ke zkriceni doby prikazu lze s vyhodou
pouzit zakoncentrovini inokula pomoci
osvédcenych mikrofiltra¢nich metod (viz
obr. 2).

Praktické vyuziti metody je ilustrovino
na piikladech nefelometrického sledovani
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Tab. la. Vzor protokolu pro zdpis naméfenych hodnot vyvoje zdakalu v kultivovanych vzor-
cich za icelem konstrukce grafii risstovych krivek mikroorganismii

operdtor vzorek (serie):
datum: teplota:
Cas inokulace (atp.):
Cislo vzorku 0 1 2 N
cas Cislo Zs InZy Z, InZ, Z, InZ, Zy InZy
méfeni | méfeni
to 0
£ 1
5 2
t, 3
:
I
1
I
i
i

Tab. 1b. Priklad vedeni zdpisu naméfenych hodnot vyvoje zdkalu v kultivovanych vzorcich
za ticelem konstrukce grafit riistovych krivek mikroorganismit

operator: Cisafova vzorek (serie):
Kohoutova mlééné bakterie v MRS
datum: 17. 9. 97 teplota: 23 °C
&islo vzorku 0 1 2 3 4
das | &islo Z 7 INZZ) Zy |[InZyZo) Zy [INZsZo)| Zs  |INZiZy)
méfeni | méfeni | [EBC] | [EBC] [EBC] [EBC] [EBC]
[h]
24,25 1 1,43 2,46 0,03 2,58 0,14 4,02 0,95 8,74 1,99
24.75 2 1,43 2,38 0,06 2,90 0,38 5,11 1,30 950 | 2,09
25,5 3 2,65 0,20 349 0,72 4,33 1,06 | 11,15 2,27
26,0 4 2,68 0,23 4,05 0,96 4,56 1,14 | 12,49 2,40
26,5 5 2,87 0,37 4,61 1,16 4,46 1,11 14,91 2,60
27,0 6 4,20 1,02 5,15 1,31 742 1,79 | 2447 3,14
27,5 7 4,88 1,24 6,48 1,62 | 10,09 2,16 | 3437 3,49
28,0 8 1,43 4,81 1,22 7,29 177 01132 229 | 37,98 3,60
28,5 9 6,01 1,52 8,30 1,93 | 13,12 246 | 4549 3,79
29,0 10 6,83 1,69 | 10,09 2,16 | 15,53 2,65 | 55,32 3,99
30 11 10,40 2,19 | 12,15 2,37 | 23,60 3,10 | 7L,10 4,24
3l 12 13.46 249 | 20,67 2,96 | 29,71 334 | 94,14 4,53
32 153 17,20 2,76 | 30,77 3,38 | 53,68 3,96 | 1125 4,71
i3 14 143 | 23,65 3,10 | 42,83 3,72 | 81,27 4,38
stér
sterilni
membranova
vzorek filtrace
_—yvakuum @ l
;Ei?:tivni = mérenl
E:s Obr. 2 Priklad pripravy
mikrobidlnich vzorkii pro
méreni zakalu béhem kul-
Zakal tivace v kapalnych pi-

MZN

dach o objemu 5 aZ 500
ml (MZN — méFic zdkalu

nepojii)

kultivace kvasinek ve sladiné a mlécnych
bakterii v padé MRS.

5.1. PouZité kmeny

Pii zkuSebnich méfenich byly testovany
mikroorganismy, které se pfi stacionérni kul-
tivaci chovaji v kapalném médiu rozdilnym
zplsobem: dobfe sedimentujici pivovarské
kvasinky, které v médiu klesaji ke dnu a tvori
usazeninu, naproti tomu bakterie mlécného
kvageni, které zistavaji v tekuté Zivné pldé
ve vznosu a tvoii zdkal.

Testovana kvasinka: Saccharomyces ce-
revisiae var. uvarum subsp. carlsbergensis
¢. 7 ze sbirky pivovarskych kvasinek VUPS
(sbirka je v zdjmu zachovani biodiverzity
podporovina grantem MZe CR).

Testovand bakterie: izoldt ze zakaleného
piva, ureny v mikrobiologické laboratofi
VUPS a.s. jako Lactobacillus plantarum.

5.2. PouZité pudy a zpiisoby kultivace

Pivovarské kvasinky pro pokus byly po-
mnoZovany na sladinovém agaru, Pro vlastni
kultivaci kvasinek byla pouZita sladina z pi-
vovaru (predek, fedény na 10% hm.). Vlastni
zkouska probihala pfi pokojové teploté.

MIééné bakterie byly namnoZeny na
MRS agaru (DIFCO) s pridavkem aktidionu
a B-fenylethanolu [2] v anaerobnim prostiedi
pfi 28 °C a vlastni test probihal v MRS bu-
jonu pri pokojové teploté.

5.3. Priprava vzorkn

V obou pfipadech byly testované mikro-
organismy namnoZoviny na pevnych agaro-
vych pidich zao¢kovanych roztérem. Po je-
jich dostate¢ném ndrtistu byly ockovaci
klickou bufiky resuspendoviny ve velmi ma-
1ém objemu sterilniho fyziologického roz-
toku. Z této husté suspenze byla naslednym
fedénim pfipravena suspenze fid3i, odpovi-
dajici zdakalem standardu ¢.1 McFarlandovy
zakalové stupnice, ktery odpovida koncent-
raci 300.10° bakterii/ml nebo 10.10° kvasi-
nek/ml [5]. Pomoci této suspenze byla na-
ockovina Skala riznych koncentraci bunék
v pfisluinych puadéch tak, Ze vychozi kon-
centrace bunék ve zkumavkdch byly pfesné
definoviny. Vychozi koncentrace bunék
byla vidy kontroloviana roztérem na piislus-
nych agarovych plotnach a po jejich inku-
baci (kvasinky 48 h, 25 °C; bakterie 120 h,
28 °C, anaerobné) byl zjiStovan pocet na-
rostlych kolonii. Bylo pracovino s témito
koncentracemi bunék: 10° /ml, 5.10° /ml,

centrace byla 5.10%/ml .

6. VYSLEDKY A DISKUSE

Pfi nefelometrickych (i turbidimetric-
kych) méfenich ristovych kfivek mikroor-
ganismi pozorujeme vesmés nenulové po-
Catecni hodnoty zdkalu (resp. i absorbance),
jak je patrné z grafii na obr 3a. Abychom
mohli pouZit k jejich vyhodnoceni modelo-
vych rovnic (2) aZ (5) pro prabéh exponen-
cidlni faze, musime tuto skute¢nost vzit do
tivahy. Nejjednoduseji to ucinime tak, Ze na
osu y vynd§ime hodnoty napf. pfirozenych
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Obr: 3 Priklad vysledkii automatického méteni riistovych kfivek kvasnic (Saccharomyces
cerevisiae var. uvarum subsp. carlsbergensis) ve sladiné pri pokojové teploté. Snimdno ve

dvou smérech méveni zdkalu:

nefelometrickém ( 290) a turbidimetrickém ( Z15)
s moZnosti vysokého rozlifeni riistovych parametni. Poddtecni koncentrace: 0.5 . 10° /ml

a) — zdkaly vyneseny v linedrni stupnici

b) — vyneseny pfirozené logaritmy zdkalit po odectent hodnot vychoziho zakaleni vzorkii
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Obr. 4 Priklad vysledkit automatického mé¥eni riistovych kfivek mléénych bakterii (Lacto-
bacillus plantarum) v MRS pri pokojové teploté. V casovém intervalu 720 aZ 1440 min (12
az 24 h) je zFetelné parrna exponencidlni faze riistu s casem zdvojeni 1,86 h.

logaritmu zakala po odecteni vychoziho za-
kalu Z, na pocitku inokulace nebo mini-
maln{ hodnoty zdkalu v tzv. lag fazi. tj. napf.
veliGinu In(Z-Z,), jak je ukdzano na obr.3b.

Porovnanim takto vynesenych ristovych
kfivek s rovnici (5) ziskame hodnotu speci-
fické ristové rychlosti jako smérnici primky
proloZené exponencidlni fazi rastové kitivky
napi. metodou nejmensich Ctverch. Prisecik
této pfimky s osou ¢asu udava teoretickou
neboli modelovou hodnotu logaritmu zdkalu
souvisejici s vychozi koncentraci inokula.
jak uddvd rovnéz rovnice (5).

Hodnoceni vlastniho pribéhu modelo-

vych ritstovych kfivek kvasnic na obr.3 pre-
sahuje rdamec této metodické studie. Zde
pouze poznamenejme, Ze nendkladnd nefe-
lometricka méfeni umoznuji sladkim po-
soudit fadu vyznamnych ristovych faktori
pivovarskych kvasnic v praktickych pro-
dukénich podminkach modernich pivovar-
skych technologii (viz napf. [6]). K tomuto
icelu je vyhodné pouZit méfeni zakalu ve
dvou smérech rozptyleného svétla s moz-
nosti posouzeni zmén rozméra zdakalotvor-
nych &stic, jak jsme popsali v prici [7]. Ri-
stové kiivky kvasnic ukdzané na obr3 byly
naméfeny pomoci zikaloméru popsaného

v [7] v rezimu automatického zaznamu dat
ve dvou thlech méfeni zikalu Zy,a Z;s.

Pomoci zjednoduieného automatického
nefelometru jsme naméfili modelové risto-
vou kfivku mléénych bakterii v pidé MRS
ukdzanou na obr.4. Na tomto obrazku je zfe-
teln& patrna exponencidlni faze rastu v Ca-
sovém intervalu 12 aZ 24 h s Casem zdvojeni
1,86 h. JestliZze tento Cas zdvojeni extrapo-
lujeme na jednotkovou vychozi koneentraci,
miZeme oCekdvat pomoci nefelometrickych
méfeni prikaz velmi malych koncentraci
mléénych bakterii jiZ v Casech kratSich neZ
36 hodin, coZ ma velmi uZite¢ny prakticky
vyznam.

Vyiée uvedeny zdvér potvrzuji i vysledky
nefelometrickych méfeni ristu mlécnych
bakterii v MRS pfi riznych pocateénich
hodnotédch inokulace uvedené na obr.5.

Z metodického hlediska je vyznamné, Ze
tato méfeni byla provedena pomoci ruc¢niho
zdznamu dat v podobé rab. 1. To umoZfiuje
pouZiti nendkladnych nefelometrickych mé-
feni k pomérné rychlému stanoveni konta-
minace piva a pivovarskych meziprodukti
i v malych pivovarech s velkou presnosti,
o ¢emz sv&dci vysoké hodnoty korelacéniho
koeficientu R na obr.5. Z 0br.5 je rovnéZ pa-
trny urcity pokles specifické ristové rych-
losti W pro vys&i vychozi koncentrace ino-
kula.

Z ekonomickych divodi jsou nefelo-
metry Ci jiné typy fotometri pro méfeni za-
kalu konstruovany tak, Ze umoZifiuji v jed-
nom &asovém okamZiku méfeni pouze jedné
kyvety ¢ zkumavky se vzorkem. Z téchto
davodil lze méfit vice vzorki pouze v urité
¢asové posloupnosti, jak je patrno z prikladu
vzorové tab. 1.V pfipadé ekonomické nut-
nosti resp. vyhodnosti lze tato méfeni me-
chanizovat napf. pomoci automatického
vkladade resp. ménice vzorki. V b&iné la-
boratorni praxi a v souladu se ziskanymi vy-
sledky pIné postaci ruéni vyména vzorka
napf. ve zkumavkich umisténych na stoja-
nech po dobu kultivace ve standardnim la-
boratornim termostatu. Ve zvolenych ¢aso-
vych intervalech se tyto vzorky vkladaji
postupné do meéfici komory nefelometru
a béhem nékolika sekund se odeéitaji nameé-
fené hodnoty zdkalu a zapisuji do tabulky
k dalsimu vyhodnoceni. Pfitom se k prikazu
bakteridlni kontaminace s vyhodou pouZziva
porovniavacich méfeni napf. na pocitku ino-
kulace a dale v cca 6 az 12 h intervalech.
Jsou-li ristové zkousky zahdjeny napf. na
po&itku ranni smény, lze v priibéhu druhého
pracovniho dne vesmés ofekdvat prikaz
kontaminace. To plati zv1asté o kultivacich
pies soboty a nedéle.

Pfi zkoumani resp. hledani ac¢innych kul-
tivaénich médii lze s vyhodou pouZit jedno-
razova méfeni s automatickym zdznamem
vyvoje zikalu v jediném vzorku v méfici ko-
mofe nefelometru, jejiz teplota je napf. po-
moci trubkového vyméniku udrZovina béz-
nym kapalinovym termostatem na zvolené
teploté (viz poloZka 8 na obr./). Uvedenym
zplisobem lze u¢inné zapsat pomoci stan-
dardniho osobniho pocitace a vhodného pro-
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Obr. 5 Priklad grafického zpracovdni vysledkit ., rucniho™ zdznamu exponencidglni faze rii-
stovyeh krivek mlécnych bakterii ( Lactobacillus plantarum) pro rizzné pocdtecni koncent-
race inokula c,, [ 1/ml]. Méfeno za pokojove teploty (cca 23 °C). Z pritbéhu grafii je patrna
vysokd presnost stanoveni specifické riistové rvchlosti g [ 1/h] umoZiujici rozlisit jeji kon-
centracni zdvislost (viz legenda).

7. ZAVER

V predlozené prici jsme uvedli nékolik
prikladi méfeni casovych zmén zdkalu pfi
jednorizovych kultivacich mikroorganismu

gramu cely prubéh rustovych kfivek, jak je
ilustrovano v piikladu na ebr. 3 a 4. Auto-
matickd méfeni lze opét s vyhodou provadét
pres noc nebo pres vikend.

a jejich vyuziti k mikrobiologické kontrole
Vv pivovarstvi,

Vysledky ziskané v této prici ukazuji, Ze
Jjiz pomoci nendkladnych méficich zafizeni
1ze tradi¢ni mikrobiologické metody v pivo-
varské laboratofi nahradit metodami nefelo-
metrickymi. objektivizovat je a G¢inné vyu-
Zivat k pomémné rychlé mikrobiologické
kontrole, K vySe uvedenym méfenim lze
s vyhodou pouzit napf. pivovarskych labo-
ratornich zdkaloméra [7], které umoznuji
v doplnéné sestavé dle obr/ méfit zikaly
vzorki nejen v uzavienych komerénich lah-
vich ¢i specidlnich velkoobjemovych kyve-
tich, ale zvlasté pak v béznych chemickych
zkumavkach o priméru 15 aZ 20 mm a ob-
Jjemu vzorka 5 aZ 10 ml. Diky tomu lze pro-
vidét rutinni a pomémé rychlé mikrobio-
logické zkouSky piva a pivovarskych
meziprodukti nefelometricky v mnohona-
sobnych objektivnich a statisticky vyznam-
nych sériich,
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