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1. UVOD

Stanoveni poctu bunék v zakvasené a kvasici mladiné
umoZiluje posoudit standardnost zakvaSovini a prubéh
kvafeni. Urfeni koncentrace kvasniénych bunck ve
varecnych kvasnicich je velmi dilleZité pro stanoveni
spravnc zikvasné divky, ze]mena pri ob]cmovem ddvko-
vini kvasnic. Tyto rozbory jsou dileZitou Casti denni
kontroly pfi vyrobé piva v otevienych kvasnych kidich
i ve velkoobjemovych nadobdch.

Nejcastdji se kvasni¢né buiiky pocitaji pod mikrosko-
pem v Biirkerové, nebo Thomové komiirce [1]. Tyto meto-
dy také obvykle slouZi jako referencni mé&feni pfi
automatickém provoznim ddvkovani kvasnic.

Pfimé pocitdni bunék je Casov€ ndrocné. Proto se
pouZivaji fotometrické metody, zaloZené na turbi-
dimetrickém, nebo nefelometrickém principu. Foto-
metrické stanoveni bunék po jejich odstfedéni a novém
rozmichéni v hydroxidu amonném popsal Rainbow [2].

Hustota vire¢nych kvasnic se stanovuje suSenim, nebo
odstfed’ovinim ve zvldStnich nddobkich se ziZenym
koncem. Prvy postup je zdlouhavy, druhy vyZaduje
zvlastni nddobky, které se obtiZné Cisti.

Proto jsme ov&fovali dvé jednoduché metody sta noveni
kvasni¢nych bunék v mladiné, dokvaSovaném pivu i ve
vire¢nych kvasnicich.

2. MATERIAL A METODY

2.1 Virecné kvasnice

_Provozni vire¢né kvasnice (kmen ¢.2 podle sbirky
VUPS v Praze) se odcbiraly ze zisobnich van, nebo tankd,
po predchozim prani vibranim sitem.

2.2 Sklenéné vilcovité Kyvety

Vilcovité kyvety s pryZovou zitkou, nebo Sroubovym
uzaverem se dodavajl v soupravéch ¢inidel pro kolo-
Dr.B.Lange (SRN). Vngjsi primér kyvety je 13,5 mm,
vy$ka 85 mm. Kyvety se pouZivaly pro sedimentaéni
i turbidimetricka stanoveni.

2.3 Méreni absorpénich spekter

Absorpéni spektra se méfila v kiemennych kyvetich
(tloustka 10 mm) ve spektrofotometru CADAS 100
(Dr.B.Lange) proti destilované vod€. Spektrofotometr se
fidil osobnim pocitadem s pouZitim plivodniho software
PCSCAN.
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2.4 Sedimentacni stanoveni koncentrace virecnych
kvasnic

Vzorek vire¢nych kvasnic se pipetoval, nebo nasaval
injekéni stitkackou do sklenéné vilcovité kyvety. Kyvety
se odstfed’ovaly v laboratorni odslredlvce Chirana, n.p. (10
min, frekvence oti¢ek 3000 min™) s vatou na dné kovo-
vych pouzder pro kyvety.

Po odstfedéni se urcil podil vy$ky sedimentu a celkové
vy3ky ndpln&, m&feno ode vnitiniho dna kyvety. Vysledek
se vyjadioval jako procenticky podil sedimentovanych
kvasnic.

2.5 Turbidimetrické stanoveni kvasnic

Do sklenéné vilcovité kyvety se pipetovaly 4 ml
vzorku, obsahujiciho kvasnice, pfidalo se 0.4 ml 20%
NaOH a po uzavieni pryZovou zitkou se vzorek protfepal.
Absorbance se méfila pti 800 nm proti destilované vodé.

3. VYSLEDKY

3.1 Vliv NaOH na rozpousténi kali v mladiné
Absorpcm spektra nefiltrované mladiny se proméfila
bez tipravy a s pridavkem 0,05 a 0,5 % NaOH. Podobnym
zpusobem se proméfily vzorky vodne suspenze varccnych
kvasnic s pfibliZnou koncentraci 107 bunék.ml* (obr.1).

600
vinovd déea (nm)
Obr.1 Absorpéni spektra mladiny a kvasnic. 1 - nefiltrovand
mladina, 2 - mladina + 0, 05 %NaOH 3 -mladina + 0,5

% NaOH, 4 - kvasnice (10 mlt ) 5 - kvasnice, + 0,05 %
NaOH, 6 - kvasnice + 0,5 % NaOH

Vzorky mladin absorbovaly silné ve viditeIné oblasti
i v ultrafialové oblasti svétla. Nenulovd absorbance pfi
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800 nm je zpusobena &dsticemi kalii. Pfidavkem roztoku
NaOH se rozpustily kalici ¢éstice, ale zménila se barva
mladiny. Také poklesla hodnota zikalu, zpilisobeného
kvasnicemi.

3.2 Vliv NaOH na absorbanci kvasnic

Absorpcni spekira vodnych suspenzi kvasnic (107.m1%)
se proméfovala bez tipravy vzorku a s pfidavkem 0,05
a 0,5 % NaOH. Po odstfedéni (10 min. frekvence otidek
3000.min‘l) se opét zaznamenala spektra supernatanti
(obr.2). Absorpéni spektra v oblasti nad 500 nm pro
suspenze kvasnic v riznych soustavich uvadi obr.3.

absorbance

vinovd délka (nm)

Obr.2 Absorpéni spekira kvasnic. 1 - kvasnice ( 10".ml '1), 2-
kvasnice + 0,05 % NaOH, 3 - kvasnice + 0,5 % NaOH,
4 - supernatant vzorku 1, 5 - supernatant vzorku 2, 6 -
supernatant vzorku 3

absorbance

700 800
vinovd délka (nm)

Obr.3 Absorpéni spektra zakvasené mladiny. 1 - nefiltrovand
mladina, 2 - nefiltrovand mladina + 0,5 % NaOH, 3 -
nefiltrovand mladina + kvasnice (5.1 0%ml”! ), 4 -vzorek
3 + 05 % NaOH, 5 - filtrovand mladina + kvasnice

(5.10%mIY), 6 - vzorek 5 + 0,5 % NaOH

3.3 Zavislost absorbance kvasni¢né suspenze na
koncentraci NaOH

Ke 4 ml suspenze kvasnic v nefiltrované, filtrované
mladin€ a vodé se postupné pfiddval 20% roztok NaOH.
Po kaZdém pfidavku se po protfepdni zméfila absorbance
pfi 800 nm (obr.4). Absorbance suspenze postupné klesala
aZ do pfidavku 0,4 ml 20% NaOH.

3.4 Zavislost absorbance kvasnicné suspenze na davce
kvasnic

Provozni kvasnice se odstfed’ovaly 10 min pfi frekvenci
otddek 3000 .min" a k sedimentu se pfidalo Ctyfndsobné
mnozstvi filtrované, nefiltrované mladiny, nebo vody. Po
rozmichdni v ultrazvukové lazni se pfipravily riizn€ zfedéné
suspenze kvasinek v pfislu$nych soustavach.
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Obr.4  Zivislost absorbance kvasniéné suspenze (10 a 40.10°
bunék.ml ™) na pridavku NaOH

Ke 4 ml zfedéné suspenze se pfidalo 0,4 m120% NaOH,
po promichdni se zméfila absorbance pfi 800 nm a stanovil
pocet bunék pfimym pocitinim pod mikroskopem. Divka
kvasnic se vyjadfovala jako objemovy podil (%) odstie-
dénych kvasnic v nafedéné suspenzi (obr.5,6).
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Obr.5 Zdvislost absorbance kvasniéné suspenze na ddvce

kvasnic

Pfi hodnotich absorbance do 1,0 lze povaZovat
zdvislost absorbance na koncentraci bun€k za linedrni
s konstantou imérnosti 0,02 AU (absorbancnich jedno-
tek).10® bunék.ml. Pfi méfeni v mladiné je pfi malé
koncentraci bun€k nutné uviZzit, Ze absorbance mladiny po
pfidavku NaOH se miiZe li$it od nuly a dosahovat hodnot
aZz 0,01 AU.
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Obr.6 Zdvislost absorbance kvasnicné suspenze na koncentraci
kvasnicnych bunék

3.5 Obsah kvasinek v provoznich substritech

V rliznych vzorcich, odebranych v priibéhu vyroby, se
fotometricky stanovily kvasinky podle odstavce 2.5.
Vysledky stanoveni uvddi tab. 1.

3.6 Koncentrace kvasnic v zisobnich kvasnicich

Ve vzorcich kvasnic ze zdsobnich van, nebo tanku se
stanovila koncentrace kvasnic sedimentac¢ni metodou
(tab.2.).

Tab.1 Obsah kvasinek v provoznich substrdtech
Vzorek Absorbance Pocet bunék.10® ml™
pivodni | +NaOH | turbidim. | poéitani
nefiltr.mladina 0,270 0,010 0 0
zakvaSend mladina 0,266 0,166+ 78 55
kvasici mladina 0,983 0,657 329 29,0
kvasici mladina 0,941 0,675 338 30,1
sudované pivo 1,144 0,619 31,0 31,0
dokvaSované pivo 0,611 0,410 20,5 158
dokvasované pivo 0,062 0,040 2,0 1,2
dokvasované pivo 0,015 0,010 0,2 0,5

+ odectena hodnota 0,01

Tab.2 Koncentrace kvasnic v zdsobnich kvasnicich

Vzorek Koncentrace kvasnic [% obj.sedimentu]
Vana Tank
1 63,5 17,5
2 57,1 258
3 62,8 30,5
4 65,1 18,9
5 63,6 26,8

4. DISKUSE

Se snahou o standardni prib&h vyrobnich operaci
nariistaji niroky pro jejich kontrolu. Zejména pfi kvaSeni
ve velkoobjemovych nddobich je nutné udrZet vysokou
standardnost zdkvasné ddvky. K tomu se musi stanovit

koncentrace nasazovanych kvasnic a nisledné kontrolovat
pocet bunék v zakvaSené mlading.

Pi vyrobé piva se pouZivd oznaceni "husté virecné
kvasnice", za které se obvykle poklidaji kvasnice, pfiro-
zené sedimentované na zdsobnich vandch, z nichZ se pied
zakvaSovinim slévd voda. Naproti tomu kvasnice
v zisobnich tancich velkoobjemovych kvasnych nidob se
¢asto uchovivaji spolu s pivem a obvykle se pfed zakva-
Senim homogenizuji.

V provozu se Casto zakvasuje objemovymi ddvkovaci. Pro
urceni spravné ddvky je nutné znit alespoii relativni objemovou
koncentraci kvasnic. Jako ziklad jsme zvolili kvasnice, sedi-
mentované po 10 min odstiedovini pfi frekvenci oticek
3000 .min™, protoZe podle naSich zkuenosti se objem sedi-
mentu dal$im odstfed’ovdnim jiZ nezmensuje.

Koncentrace kvasnic se tak udivd mnoZstvim sedi-
mentu v objemové jednotce suspenze, coZ jsou vlastné
objemovi procenta. Pfesto se také pouZiva v provozu vZity
nizev hustota, souvisejici s dal§imi vyrazy, napf. husté,
nebo fidké kvasnice.

Objemovi procenta také odpovidaji zdkvasné divce,
kterd se obvykle uddvd v litrech "hustych" vére¢nych
kvasnic, pfidivanych do 1 hl mladiny.

Stanoveni koncentrace kvasnic touto metodou je velmi
jednoduché, rychlé a pfedevsim nezivislé na odméfeném
objemu kvasnic. Pfesnému odméfeni (pipetovini) kvasnic
a stanoveni jejich koncentrace jinou nezivislou metodou
¢asto brini jejich napénéni. Odstfedéni pfitom dokonale
rozdéli kvasnice od tekutiny.

Doporudujeme stanovovat sediment bez pfidavku
hydroxidu sodného, nebof v provozu se rovnéZ odméfuji
kvasnice v pfirozeném stavu a objemovy podil kalii je
obvykle zanedbatelny.

Pro pohodIné odeditani sedimentu se osvédcily kyvety
firmy Dr.B.Lange (SRN), které také umoZiuji dalsi
rozmichavani a fed&ni kvasni¢nych suspenzi, popf. jejich
kolorimetrické proméfeni. K snaz§imu odeditini mnoZstvi
sedimentu kvasnic je vyhodné pouZit vdlcovitou kyvetu,
opatfenou méfitkem. Rozptyl kfivek na obr.5 patrné souvi-
si s nepfesnostmi odectu sedimentu, ale pro praktické ucely
je presnost stanoveni postacujici.

Sedimentaéni stanoveni koncentrace kvasnic ze
zédsobnich niadob miiZe ptesnéji urcit velikost zdkvasné
divky. PoZaduje-li se napi. zikvasnd ddvka 0,15 litru
sedimentu na 1 hl mladiny (coZ odpovid4 asi 10 milioniim
bunék v 1 ml) a sedimentacni analyzou se stanovila obje-
movid koncentrace kvasnic 35%, je nutné didvkovat
0,15.100/35 = 0,43 litru kvasnic do kaZdého hl mladiny.
Koncentrace kvasnic se miiZe snadno stanovovat soucasné
s poditdnim mrtvych bunék a jejich mikroskopovénim.

Turbidimetrické stanoveni kvasinek pfindSi dva
zikladni problémy. Absorbance suspenze zivisi na barvé
mladiny a na pfitomnosti kalil. Pfi dostate¢né vysoké vino-
vé délce (800 nm) lze zdvislost na barvE potlacit a kaly se
mohou rozpustit v roztoku hydroxidu sodného. 10% roztok
hydroxidu sodného se obvykle pouZivd pfi mikrosko-
povéni vire¢nych kvasnic.

Na obr.1 a 2 je dobie patrny vliv roztoku NaOH pfi
plisobeni na suspenzi kvasnic v mlading a ve vodé€. Piiso-
benim NaOH se sice vyrazné pfibarvuje mladina, ale také
podstatn& klesd zdkal mladiny i pfi relativn€ nizké
koncentraci NaOH.
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Naproti tomu se pfidavkem NaOH méni i optické
vlastnosti suspenze varecnych kvasnic, jejichZ absorbance
pfi 800 nm se pusobenim NaOH sniZuje. Soucasné vzriista
absorbance rozpustnych litek v oblasti okolo 260 nm.
Pokles absorbance nelze vysvétlit rozpousténim absorbo-
vanych kalu na kvasnicich, nebot absorbance klesala i po
nékolikandsobném proprini kvasnic vodou.

Také mnoZstvi kalli, pozorovanjch mikroskopem,
neodpovidalo vyraznému poklesu absorbance po pfidavku
NaOH. Pravdépodobné se pisobenim NaOH z kvasnic
uvoliiuji vysokomolekuldrni litky, které pfechdzeji do
roztoku.

Podle obr.4 se dalsim pfidavkem NaOH absorbance
suspenze dile neméni. Pro dalsi stanoveni se pouZival
standardni pfidavek 0,4 ml 20% NaOH na 4 ml vzorku, coZ
odpovidi vysledné koncentraci asi 1,8 % NaOH.

Zpracovini zdvislosti absorbanci kvasni¢nych
suspenzi s pfidavkem NaOH prokizalo linedrni zivislost
mezi absorbanci (800 nm) a poctem kvasinek se smérici
0,02 AU.10°® bunék.ml. Pi zpracovini provoznich mate-
ridli je zejména pfi kontrole zakvaSovini vhodné do
vypoctu zahmout i obvyklou zbytkovou hodnotu zikalu
mladiny po pfidavku NaOH, kterd miZe dosdhnout aZ
hodnoty 0,01 AU.

Turbidimetrickou metodou se muZe kontrolovat stan-
dardnost zakvaSovini i pfi relativné nizkych zdkvasnych
dévkich, nebof 10 milioniim bunék odpovidd jiZ dobfe
méfitelnd absorbance 0,2 AU. Dalsi vyhodou pfidavku
NaOH je zastaveni ristu kvasinek a eliminace bublinek
oxidu uhli¢itého. Pfesto doporucujeme odebrany vzorck
protfepat.

Metoda muZe alespoii orienta¢né posoudit pfitomnost
kalli ve vzorcich, nebot pokles absorbance kvasnic piiso-
benim NaOH ¢ini asi 35 %. Vy38i pokles po pfidavku
NaOH tedy svéd¢i o pfitomnosti kald, jak tomu odpovidaji
idaje v tab.1, podle nichZ klesd mnoZstvi kali s dobou
kvaSeni, pop¥. dokvaSovdni piva.

Turbidimetricky se mohou stanovit kvasinky ve
spektrofotometru, nebo v levnéj$im fotometru
s pfisluSnym filtrem, napf. v jednom z pfenosnych foto-
metrd firmy Dr.B.Lange. Tyto fotometry, které soucasné
slouZi k zikladnim rozboriim piva a vody, rovnéZ pouZivaji
vilcovité kyvety.

Hlavni vyhodou turbidimetrické metody je jeji
rychlost, umozZiiujici kontrolovat velké mnoZstvi vzorku
v kritkém Case a odhadnout tak napf. moZné obtiZe pfi
filtraci, spotfebu kiemeliny apod.
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SAVEL,J.-PROKOPOVA,M.: Sedimentaéni a turbi-
dimetrické stanoveni koncentrace kvasnic. Kvas.prim., 40,
1994,¢15.9-12

Koncentrace vdreénych kvasnic se stanovi standardnim
odstfed’'ovdnim kvasnic 10 min pfi 3000 otdckdch za min v skle-
nénych kyvetich s rovnym dnem. Relativni koncentrace kvasnic
se vyjadfuje jako objemovy podil sedimentu z celkového objemu
vzorku, odeéteného po odstfedéni. Pro turbidimetrické stanoveni
kvasnic se ke 4 ml vzorku zakvaSené mladiny, kvasiciho nebo
dokvaSovaného piva pfidaji 0,4 ml 20% NaOH a po promichani
se zméfi absorbance pfi 800 nm. Pisobenim NaOH se rozpusti
kaly mladiny a piva.

§AVEL,J.-PROKOPOV.&,M.: Sedimentative and Turbi-
dimetric Assessment of Yeast Concentration, Kvas.prim., 40,
1994, No 1, pp. 9- 12

Pitching yeast concentration is assessed by standard centri-
fugation of yeast for 10 min (3000 r.p.m) in flat-bottomed glass
cells. Relative yeast concentration is expressed as a sediment
volume fraction on sample total volume, read after centrifugation.
For turbidimetric yeast assessment, 0,4 ml of 20% NaOH was
added to 4 ml sample containing fermented hopped wort,
fermenting or secondary fermented beer; after stirring-up an
absorbance value was measured at 800 nm. NaOH activity effects
sludge dissolution contained in hopped wort and beer.

§AVEL,J.-PROKOPOV}(,M.: Sedimentative und turbi-
dimetrische Bestimmung der Hefekonzentration. Kvas.
prim., 40, 1994, Nr.1, 9 -12

Die Konzentration der Bierhefe wird durch Stand-
ardzentrifugierung der Hefen 10 min bei Drehzahl 3000 minin
Glaskiivetten mit ebenem Boden bestimmt. Die relative Hefe-
konzentration wird als Volumenanteil des Sediments aus dem
Gesamtvolumen der Probe, das nach dem Zentrifugicren abge-
lesen wurde, ausgedriickt. Fiir die turbidimetrische Bestimmung
der Hefen werden zu den 4 ml der Probe vergirter Wiirze,
gdrenden oder nachgerinden Bieres 0,4 ml 20 % NaOII zuge-
geben und nach Durchmischung wird die Absorbanz bei 800 nm
gemessen. Durch Einwirkung des NaOH wird der Trub der Wiirze
und des Bieres gelost.

IllaBea, A. - IIpokonosa, M. : CeaumeHTragHoHHOE M
TypbUuAMMETpUUECKOE ONpeJeAeHHe KOHLEHTPAYHUH
apoxcxen. Ksac. npym., 40, 1994, N°1, crp. 9 -12

KoHyeHTpayms BapouHbIX APOXKeil OnpejeAseTcs CTaHAApAHbIM
yentpudyruposatnem gpoxokennt B tevenne 10 mun. npu 3000
060pOoTax/MHH B CTEKAAHHBIX KIOBETAX C TAOCKHM JHOM.
OTHOCUTEABHAS KOHYEHTPAHA APOXIKEN BhIPXAETCA Kak OO beMHas
AOAA CeJUMEHTA OT CyMMapHOro ofbema npobsl OTCYHMTAHHOM NOCAE
yentpudyruposanns. B yeasx Ty pbuanmeTprueckoro onpeaeaetis
apokkeit k 4 MA 06pasya 3aKBALLEHHOTO OXMEAEHHOTO CYCAA,
6poanwyero uan go6paxmusaemoro nuea JoGasasercs 0,4 Ma 20 % -ro
TMAPOKCHAA HATPHA W NOCAe nepemellinBaHMA u3MepAeTCA
abcopbanyma npn 800 nm. Iloa geitcTBHEM rHAPOKCHAA HATpHA
PACTBOPAIOTCA OCAAKM OXMEAEHHOTO CYCAA M NUBA.




