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Gillet, A. — Dupuche, M.-H. — Velings, N.: Doplnok k MRS médiu
na kultivaciu niektorych pivu skodlivych baktérii. Kvasny Prum.
50, 2004, Nr. 7-8, s. 221-223.

Rychla detekcia a kultivacia Specifickych pivu Skodlivych baktérii
je vzdy tak trochu problém a nie je vzdy uspokojivo vyrieSeny, zvlast
pre niektoré druhy Lactobacillus a Pediococcus. Tento €lanok pre-
zentuje nové médium na zaklade adaptovaného MRS média navrh-
nutého autormi DeMan, Rogosa & Sharpe v roku 1960. Nové mé-
dium je porovnavané z hladiska velkosti koldnii na platni a kinetiky
rastu v tekutych médiach. Kinetika je sledovana prostrednictvom
optickej hustoty ako aj poctom kolénii tvoriacich jednotiek. Mozno po-
vedat, Zze pomocou nového média mézeme lahko kultivovat a pocitat
niektoré z Specifickych pivu Skodlivych baktérii.

Gillet, A. — Dupuche, M.-H. — Velings, N.: Supplementation to the
MRS Medium for the Cultivation of Fastidious Beer Spoilage Bac-
teria. Kvasny Prum. 50, 2004, Nr. 7-8, p. 221-223.

With the new medium, we can easily cultivate and count some of
the most fastidious bacterial beer spoilers, at last strains coming from
collections.

However, these results give to us a hope to get good performan-
ces for the retrieving of the native strains from spoilt beer or yeast.
In that case, it will be necessary to add an inhibitor for yeast overg-
rowing, with the hope that the supplemented medium will retains its
good performances for the detection and the growing of spoiling bac-
teria.

Gillet, A. — Dupuche, M.-H. — Velings, N.: Ergdnzung zum MRS
Medium zur Kultivierung obligat bierverderbender Bakterien.
Kvasny Prum. 50, 2004, Nr. 7-8, S. 221-223.

Der schnelle Nachweis und die Kultivierung der spezifisch Bier ver-
derbenden Bakterien stellte schon immer ein Problem dar und ist
noch immer fir einige der am meisten obligaten Lactobacillus- und
Pediococcus spezies ungeldst. Diese Abhandlung stellt ein neues
Medium vor, welches auf einer Adaptation eines MRS Medium, wel-
ches von DeMan, Rogosa & Sharpe 1960 vorgestellt wurde, basiert.
Das neue Medium wird beziglich der Koloniengré3e auf Platten und
der Wachstumskinetik in flissigen Medien verglichen. Die Kinetik wird
anhand der optischen Dichte so wie einer cfu Zahlung verfolgt.
AbschlieBend kdnnen wir sagen, dass man mit dem neuen Medium
leicht einige der am meisten bierverderbenden Bakterien kultivieren
und zéhlen kénnen.

Mmnner, A. — lynyxe, M.-I'. — Benunrc, H.: lononHenue k cpege MRS pans
KyNbTUBMPOBaHNS HEKOTOPbIX NUBY BpeaHblX GakTepuii. Kvasny Prum. 50,
2004, Ho. 7-8, cTp. 221-223.

BbicTpoe onpedeneHve M KynbTWBMpOBaHME GaKTepud  BPedHbIX MuBY
npeacTaBnseT co60i [O CUX NOP He BMOHE PELLEHHYH MPo6iemMy, 0COBEHHO B Cry-
yYae HekoTopbIx pacc Lactobacillus v Pediococcus. B HacTosiLei cTaTbe onuchIBaeTCs
HOBas cpefa, koTopas OCHOBaHa Ha afanTupoBaHm cpefbl MRS, npepnoeHHoi B
1960 r. DeMan, Rogosa and Sharpe. Hosas cpefa cpaBHMBAETCS C TOUKM 3peHus
BE/MYMHBI KOMIOHUIA Ha MNUTKE W KMHETUKM poCTa B TekyLumx cpefax. Miccneposane
KVUHETVIKI MPOBOANTCS NOCPEACTBOM OMTUYECKON MOTHOCTY U KONMYECTBOM €AMHNL|
06pasytoLLmx KonmoHum (cfu). HoBas cpeda no3sonsieT HETPYAHO KynbTUBMPOBATL U
MOACUMTBIBATH HEKOTOPbIE CriELMGNYECKUE MUBY BPEAHbIE OAKTEPUM.
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1 UvoD

Rychla detekcia a kultivacia Specifickych
pivu Skodlivych baktérii bol vzdy problém
a nie je stale uspokojivo vyrieSeny zvlast pre
niektoré druhy kmeriov Lactobacillus a Pedio-
coccus, Casto strikine adaptované na urcity
produkt, alebo urcité prostredie.

V snahe vyrieSit tento problém bolo v po-
slednych 30-tich rokoch navrhnutych mnoho
viac-menej sofistikovanych kultivacnych mé-
dii. V tomto prispevku uvadzame tie najvy-
znamnejsie. MRS, [1], Universal Beer Agar
(UBA) [2], VLB-S7 [3], Raka-Ray Lactic Acid
Bacteria Medium (RR-3) [4], NBB Medium
(NBB) [5], Modified NBB Medium (NBBM1)
[6], Modified NBB Medium (NBBM2) [7],
a KOT Medium s aktidionom a azidom (KOT)
[8].

VSetky tieto média maju svoje silné a slabé
stranky. VSetky su vysledkom kompromisu
medzi selektivitou, citlivostou a rychlostou ra-
stu. Niektoré kmene rastu lepSie v niektorych
médiach a velmi pomaly alebo vébec v inych.
V sucasnosti nemozno doporucit idealne mé-
dium bez obmedzenia pre vSetky kmene.

Hlavnymi problémami, na ktoré sa v tejto
suvislosti nardza s niektorymi zvlast citli-
vymi kmefimi, je dizka inkubécie, v niekto-
rych pripadoch viac ako sedem dni, a vel-
kost kolonii, spésobujucich problémy pri ich
pocitani.

To je dévod, pre€o sa musi vynalozit tolko
usilia pri hladani Specifického média, ktoré je
najlepsie vhodné pre dané (lokalne) podmi-
enky.V sucasnosti sa originalne NBB médium
stava viac a viac Standardom pre pivovary.

V nasom laboratériu, kde testujeme ucin-
nost dezinfekénych pripravkov, su tekuté mé-
dia, na ktorych dochadza k rychlemu rastu,
resp. vytvaraniu velkych kolonii na pevnych
médiach, velmi dblezité. V tomto smere ne-
vyhovovali ani klasické MRS ani NBB mé-
dium. To bol dévod, prec¢o sme sa pokusili vy-
vindt nové kultivatné médium, nazyvané
v tomto ¢lanku MRS B+, ktoré by sa lahko pri-
pravovalo, nebolo drahé, davajuce rychly rast,
v pripade agaru aj velkych kolénii, bolo do-
stato¢ne univerzalne pre vSetky druhy lakto-
bacilov a pediokokov.

2 MATERIAL A METODY

2.1 Bakterialne kmene

Kmene pouzité v tychto testoch boli Lacto-
bacillus brevis DSM 1268, Lactobacillus bre-
vis DSM 6235, Lactobacillus lindneri DSM
20691, Lactobacillus parabuchneri DSM
5708, Lactobacillus sp. DSM 6265, Pedioco-
ccus damnosus ATCC 43013, Pediococcus
inopinatus ATCC 49902 a Pediococcus ino-
pinatus DSM 20872. V&etky kmene boli zis-
kané z oficialnych zbierok. Boli izolované

z piva, kvasnic (z vynimkou P. damnosus,
ktory bol izolovany z vina).

2.2 Kultivaéné média a podmienky

Potencialne nové médium MRS B+ bolo
testované a porovnavané s dvomi klasickymi
médiami NBB a predchodca vSetkych médif
pre laktobacily, MRS Médium (DE Man, Ro-
gosa and Sharpe 1960). VSetky média boli
testované v tekutej forme a na agare (pri-
davkom 30 g/l agaru).

Dodaévatelia médir a priprava:

MRS médium: Biokar Diagnostic, Beauvais,
Francuzsko

Agar: Biokar Diagnostic, Beauvais, Francuz-
sko

NBB médium: Dohler GroupDarmstadt, Ne-
mecko, pripravené z prasku NBB-P a pri-
davku 50 % piva a 50 % vody

MRS B+ : pripravené z klasického MRS mé-
dia obohatené o rozli¢né cukry a rastové fak-
tory s pridavkom 10% piva.

Média boli skimané v troch hlavnych sme-

roch:

* Rast na povrchu v aerébnych podmienkach

* Rast na povrchu v anaerébnych podmien-
kach, anaerébny valec vybaveny Merck’s
Anaerocultr. Pristroj udrzujuci anaerébnu at-
mosféru s 18-19 % CO,

¢ Kinetika rastu v tekutych médiach.
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3 VYSLEDKY

3.1 Velkost kolénii

Tab. 1 ukazuje priemer priemerov kolonii
v mm na povrchu v Petriho miskach pozoro-
vanych po Stvordhovej inkubécii pri 28 °C za
aerébnych a anaerébnych podmienok.

Tab. 2 ukazuje priemer priemerov v .mm
podpovrchovych kolonii v Petriho miskach po-
zorovanych po Stvordnovej inkubacii pri 28 °C
za aerobnych a anaerébnych podmienok.

Hodnotenie médii, €o sa tyka velkosti ko-
16nii, je vo vSetkych pripadoch rovnakeé:

MRS B+ > MRS > NBB-P

3.2 Kinetika rastu v tekutych médiach

3.2.1 Rast stanoveny na zaklade optickej
hustoty

Tab. 1 Priemer priemerov povrchovych kolonii v. mm na Petriho miskdch po stvordriovej in-
kubdcii pri 28 °C v aerébnych a anaerébnych podmienkach

Aerébne podmienky [mm] | Anaerébne podmienky [mm]
MRS NBB-P | MRS B+| MRS NBB-P | MRS B+
med. med. med. med. med. med.
L. brevis DSM 1268 1,0 1,0 1,5 2,0 0,5 2,0
L. brevis DSM 6235 1,5 0,5 2,0 1,6 0,5 1,6
L. lindneri DSM 20691 0,5 1,0 1,5 1,5 1,0 2,0
L. parabuchneri DSM 5708 1,0 0,2 2,0 2,0 0,5 2,0
L.sp. DSM 6265 1,5 0,5 1,5 2,0 0,8 2,0
P damnosus ATCC 43013 1,5 0,5 2,0 1,5 <0,1 2,0
P, inopinatus ATCC 49902 0,5 <0,1 0,5 1,0 <0,1 1,5
P, inopinatus DSM 20872 0,7 0,2 1,0 1,0 0,5 1,5

Tab. 2. Priemer priemerov podpovrchovych kolonii v. mm na Petriho miskdch po stvordriovej

inkubdcii pri 28 °C v aerébnych a anaerébnych podmienkach

Porovna,nie MRS méc!ia s MRS B+ méqiqm Aerébne podmienky [mm] | Anaerébne podmienky [mm]
oo, absorbancie od Sau pr 660 . AES | DEE | BRBES] CED | MR [hE 2
Obr. 1-4 ukazuju porovnanie rastovych kri- - med. med. med. med. med. med.

viek médii MRS a MRS B+ pre kmene Lac- | L. brevis DSM 1268 1,0 0,5 1,0 1.2 0,5 1,0
tobacillus brevis DSM 1268, Lactobacillus sp. L. brevis DSM 6235 1,3 0,3 1,3 2,0 0,4 2,0
DSM 6265, Pediococcus inopinatus DSM [ jindneri DSM 20691 0,5 0,5 1,0 0,5 0,5 1,0

20872, Lactobacillus lindneri DSM 20691. :

Porovnanim rastu v tekutych médiach sa L. parabuchineri DSM 5708 Lz b [ L e [
ukazuji vyznamné rozdiely medzi testova- | L-sp. DSM 6265 1,0 0,5 1,2 1,0 1,2 1,0
nymi druhmi a testovanymi médiami. K ulah- P. damnosus ATCC 43013 1,3 0,3 1,3 1,8 0,3 1,8
Ceniu porovnania sme v fab. 3 uviedi OD [P inopinatus ATCC 49902 | 1,0 0,1 1,0 1,0 0,1 1,0
(opticka hustota) po 10, 15, 20225 hodinaeh I i opinatus DSM 20872 | 1,0 0.3 0.8 1,0 0,5 1,0
Tab. 3. Zmena optickej hustoty tekutych rastovych médii MRS
a MRS B+ medzi 10. aZ 25. hodinou inkubéacie pri 28 °C 2

Kmen Inkubaén)'/ MRS MRS B+ 1 Lactobacillus brevis DSM 1268 .. n "
cas [h] "
L. brevis DSM 1268 10 0,235 0,217 081 E -
15 0,419 0,627 g " o
20 0,563 0,904 wsl3 - oo °
25 0,693 1,053 ok . 5o o’
L. brevis DSM 6235 10 1,335 1,402 LB . o °°
15 1,502 1,549 ' m ©
20 1,607 1,576 B °
25 1,575 1,621 02 e @ .
L. lindneri DSM 20691 10 0240 0420 ° S "’
15 0,404 1 ,060 0 8B rowing time (hours)
20 0,699 1,311 0 5 10 15 20 25 30
25 1,014 1,470 Obr. 1 Rastova krivka Lactobacillus brevis DSM 1268. Otvorené kruZky su pre
. MRS médium a tmavé Stvorce su pre nové MRS B+ médium
L. parabuchneriDSM 5708 10 0,243 0,380
15 0,577 1,007
20 0,992 1,446 12
25 = =
n
L.sp. DSM 6265 10 0,099 0,214 1 Lactobacillus brevisimilis DSM 6265 gu "@" "
15 0,365 0,629 I
20 0,461 0,907 - 0oo0
25 0,649 0,990 081 2 o
c n
P damnosus ATCC 43013 10 1,305 1,392 g . °
15 1,502 1,539 061 2 - °°
20 1,547 1,616 3 . o
25 - - e 00
0416 = o ©
P, inopinatus ATCC 49902 10 1,167 1,280 =m0 °
15 1,460 1,487 =
20 1,647 1,596 02 LI
EMRS B+
P. inopinatus DSM 20872 10 0,268 0,238 lsoo8B8®°° Sroving fime (hours) , ,
15 0,395 0,867 0 5 10 15 20 25 30 35
gg 0,936 1,330 Obr. 2 Rastova krivka Lactobacillus sp. DSM 6265. Otvorené kruzky su pre
— — MRS médium a tmavé Stvorce su pre nové MRS B+ médium
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Tab. 4 Rast populacie (ktj) v tekutych rastovych médiach MRS
B+ a NBB medzi 0. aZ 72. hodinou inkubdcie pri 28 °C

1.4

Kmen Inkubaény MRS B+ NBB
cas [h]
L. brevis DSM 1268 0 8,9x 10% 8,9 x 10°
20 1,6 x 108 1,6 x 107
25 7,0x 108 3,3 x 107
30 8,0x 108 3,4 x 107
41 1,0 x 10° 3,7 x 107
72 - 4,2 x 107
L. brevis DSM 6235 0 2,7 x107 2,7 x 107
10 1,2x10° 2,1 x 108
15 2,0x10° 3,0x 108
20 7,0x 10° 3,2x 108
48 3,8x10° 3,4x 108
L. lindneri DSM 20691 0 4,1x10% 3,4x 108
20 7,6 x 108 3,7 x 108
25 9,1 x10% 4,3x 108
30 1,6 x 10° 4,6 x 108
41 3,5x10° 6,7 x 108
48 6,8 x 10° 6,7 x 108
L. parabuchneriDSM 5708 0 7,6 x10% 7,6 x 106
20 6,0 x 108 6,2 x 107
25 1,8 x10° 1,7 x 108
30 1,7 x 108 2,0 x 108
41 29x10° 3,4 x 108
72 - 8,3 x 108
L.sp. DSM 6265 0 8,9x10° 89x 10°
20 3,2x 107 8,2x 10°
25 1,1 x 108 6,5 x 107
30 1,2x 108 7,0 x 107
41 1,5x 108 7,5 x 107
72 — 1,0 x 108
P. damnosus ATCC 43013 0 1,3x10” 1,3 x 107
10 5,6 x 107 3,0 x 107
15 2,3x 108 3,8 x 107
20 7,3x10% 1,1 x 108
48 2,6 x10% 2,8x 108
P, inopinatus ATCC 49902 0 9,6 x 10° 9,6 x 10°
10 1,1 x 108 2,5 x 10°
20 7,5x107 7,7 x 10°
30 1,3x 10® 3,5x 107
42 2,0x 108 6,6 x 107
P, inopinatus DSM 20872 0 9,4 x 10° 9,4 x 10°
10 4,2 x10% 8,0 x 108
20 1,4 x 107 8,0 x 10°
30 6,8 x 107 2,4 x 107
42 1,9 x 108 8,3 x 107
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Obr. 3 Rastova krivka Pediococcus inopinatus DSM 20287. Otvorené kruzky
st pre MRS médium a tmavé Stvorce su pre nové MRS B+ médium
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Obr. 4 Rastova krivka Lactobacillus lindneri DSM 20691. Otvorené kruzky su
pre MRS médium a tmavé Stvorce su pre nové MRS B+ médium

Vyhody MRS B+ pred MRS m6Zzu byt kla-
sifikované v dvoch pripadoch v zavislosti od
kmena.

e Takmer identické krivky L. brevis DSM 6235,
P. damnosus ATCC 43013 a P, inopinatus
ATCC 49902.

* Markantny rozdiel v raste L. brevis DSM
1268, L. lindneri DSM 20691, L. parabuch-
neri DSM 5708, L. sp. DSM 6265 a P, ino-
pinatus DSM 20872.

V dal$ej skupine sme nasli Specifické tazko
rastice kmene pivu Skodlivych baktérii.

3.2.2 Rast stanoveny na zaklade pocitania
kolonii ktj (cfu)

Rast na NBB médiu nie je mozné sledovat
pomocou zmeny absorbancie, nakolko obsa-
huje nerozpustné Castice. Rast na tomto mé-
diu bol stanoveny ako zavislost ktj od ¢asu in-

kubacie a pre porovnanie rovnako aj pre MRS
B+ médium.

Vysledky su uvedené v tab. 4.

V tomto pripade su detegované len zijuce
organizmy.

4 ZAVER

Pomocou nového média mézeme lahko
kultivovat a pocitat niektoré Specifické pivu
Skodlivé baktérie.

Jednako tieto vysledky davaju nadej na
dobré vysledky na ziskanie nativnych kme-
rnov z pokazeného piva alebo kvasnic.V tomto
pripade je nevyhnutné pridat inhibitor zabra-
Aujuci prerasteniu kvasnic s tym, ze oboha-
tené médium by si malo zachovat svoje dobré
vlastosti pre detekciu a rast pivu Skodlivych
bakteérii.
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