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(Referdt prednesenj na XIII. pivovarsko-sladaiském semindFi v Plzni 19. 11. 1970)

Problematika biologické trvanlivosti piva je tizce
spojena s vyskytem hlavnich $kiidcli piva — bak-
térii mlécného kvaSeni — laktobacild a pediokokd,
které jsou predevSim odpov&dné za vznik biolo-
gického zdkalu v pivé. V soucasné dobg, kdy se
i u nas pouZivd ostrejsi filtrace piva, je znadng
omezen vyskyt kvasinek ve filtrovaném pivé. Mikro-
biologické zmény v takovém pivé probihaji od-
1iSné, neZ tomu bylo dfive po jednoduché filtraci
filtracni hmotou, kdy do filtrovaného piva pfecha-
zelo daleko vice kvasniénych bun&k. Kvasni¢na
sedlinka predchédzela vesmé&s zdkalu; pomnoZenim
kulturnich kvasinek se odd&lil mastup bakteridlni
infekce. Kremelinovou filtraci se sice zvysuje cel-
kova trvanlivost piva, mé&Fend podtem dnd do vzniku
sedlinky nebo =zdkalu, avS8ak zdkal bakteridlniho
pvodu zpravidla nastupuje dfive, neZ tomu byvalo
za pritomnosti kvasinek; je intenzivné&jsi a sedlinka
se obvykle viibec netvofFi. Ztrdta poZivatelnosti pi-
va ma v téchto pfipadech charakter ndhlého zlomu.

Tato situace vyZaduje novy pfFistup v boji proti
bakteridlni kontaminaci piva i pfehodnoceni dosa-
vadni metodiky zjiStovani laktobacilti a pediokoki.
Stavajici metody vyuZivaji schopnosti pFisludniki
obou rodli pomnoZovat se v pivé, které se k urych-
leni riistu upravuje. PouZivd se obvykle prokvasena
sladina — tedy nechmelené pivo; pridava se kvas-
ni¢nad voda nebo kvasnicny autolyzat apod.

Laktobacily se dobFe pomnoZuji napf. v pive,
upraveném aktivnim uhlim eliminaci véts$iho podilu
hofkych latek, nebo v nechmeleném pivé s pii-
davkem kvasnicné vody. Pediokoky se dobfe inku-
buji ve sterilnim nechmeleném pivé se §Erobovym
mazem a s Obsahem alkoholu, dopln&nym na 6 %;
nebo v amoniakdlni kvasni¢né vodg. Jind metoda
vyuZiva kultivace v pasterovaném pivé, upraveném
pridanim kvasni¢ného autolyzdtu. Vzorky se inku-
buji p¥i 25 °C; pozitivni ndlez 1ze ofekdvat nejdii-
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ve asi po 3 dnech inkubace. DaieZitou zdsadou je
zachovani anaerobnich podminek pf#i inkubaci. Kul-
tivacni nadobky se plni tém&F po okraj a vzducho-
tésné se uzaviraji.

Tyto metody slouZi k dikazu pFitomnosti mikro-
organismi obou rodi. Jde tedy v podstaté o kvali-
tativni zkouSky; nedostatetnd nebo téméF Zadna
kvantitativnost stanoveni je jejich hlavnim nedo-
statkem. Proto vznikaly pokusy o aplikaci plotno-
vych inkuba¢nich metod na zjiSt&ni pocétu zarodki
laktobacilii a pediockokll v objemové jednotce vzor-
ku. ObtiZnost problému spoCiva v zajiSténi anaerob-
nich podminek pFi plotnové inkubaci, coZ zat&Zuje
metodiku zna¢nou pracnosti a zdlouhavosti, a v slo-
Zitosti Zivného média.

Pracovnici berlinského tGstavu VLB, Wackerbauer
a Emeis, pfezkouSeli témé&F 30 rlznych Zivnych pad,
neZ sestavili skladbu vhodnych médii pro dikaz
a zjiSténi pocCtu laktobacild a pediokokii. Takové
pidy maji zajistit selektivitu p¥i optimalnim ristu
mikroorganismi, pro néZz byly urceny. Je t¥eba po-
tlaCit rlist gramnegativnich baktérii, pfevdZn& koli-
formnich a jinych mladinovych baktérii, ¢ehoZ se
dosahuje pridavkem g-fenyletanolu, a kvasinek ak-
tidionem.

Wackerbauer a Emeis vyvinuli dvé specidini mé-
dia pro kultivaci baktérii, kalicich pivo. Je to ,,VLB-
-L. 41 agar®, urfeny pro laktobacily, a ,,VLB-S 7
agar®, ureny pro pediokoky. V literatuFe bylo po-
psdno sloZeni i pfiprava ,,VLB-L 41 agaru®. Je to
v podstaté upravend ptida podle Williamsona. PFi-
pravuje se takto:

Sladina (pFedek) se upravi na 10,0 % hmot. a
prokvasi spodnimi kvasnicemi do konec¢ného stup-
né prokvaSeni. Kvasnice se odfiltruji a filtrat se
varem zahusti na polovi¢ni objem. 500 ml takto za-
huSténého piva se doplni destilovanou vodou na
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900 ml. Filtruje se kfemelinovym filtrem a pfidaji
se tyto sloZky:

kvasni¢ny extrakt (Yeast Extract - Difco) 10 g
maltdza 58
xyloza 25 g
fruktoza 25 g
soubor aminokyselin (Amino acids - Difco) 10 g
jaterni extrakt (Liver Extract-Difco) 20 ml
agar 20 g
bromkresolova zeleni 0,02 g

Reakce média se upravi na pH 5,0 aZ 5,2; pida
se doplni na 1000 ml a steriluje 15 min p¥i 110 °C.
Pred rozlévanim ploten se pfida 0,4 % g-fenyleta-
nolu a 20 mg aktidionu na 1 litr substratu.

SloZeni a pripravu ,,VLB-S 7 agaru® pro Kkulti-
vaci pediokokl se ndm nepoda¥ilo zjistit. Vyzkumny
ustav VLB je v3ak sd&luje za licen¢ni poplatek
50, —DM.

Je zFejmé, Ze jde o dosti sloZité plidy s ndaroc-
néjsi pripravou. Nékteré slozky pid jsou v naSich
podminkach obtiZzné dostupné. Oba druhy pad vsak
vyrdbi zapadonémecka firma ,,Sartorius-Membran-
filter™ v Gottingen. Piida se expeduje bud v in
faznich lahvich, nebo jiZ rozlitd v polystyrenovych
Petriho miskdch priméru 9 cm, jeZ jsou baleny
po 3 aZ 4 kusech v polyetylenovych saccich v kryo-
vakové tdpraveé, tj. s odsdtim vzduchu. Na takto ad-
justované plotny dava fa Sartorius exspira¢ni lhiitu
3 mésice, uchovéavaji-li se v chladu (nejlépe pfi
4 a7 6 °C) a temnu.

Firma Sartorius pfikldda k pldam néavod. Podle
pfedpokladaného stupné infekce se vzorky bud
membranové filtruji, nebo prfimo oclkuji roztérem
na povrch Zivného agaru. Zaockované Petriho mis-
ky se vloZi do vakuového exsikdtoru nebo do No-
wyho zvonu. Je vSak tcelné plotny vloZit nejdiive
do zavafovaci sklenice typu ,,Weck“ — ,,vekovky“
obsahu 1 aZ 2 litry, a potom teprve do exsikatoru Ci
zvonu. Po evakuaci se pak nemusi inkubovat cely
exsikator nebo zvon, ale jen ,,vekovka“ s plotnami.
Do ,vekovky“ se vloZi lahvitka s mladinou, za-
ockovanou Kkvasnicemi, a kadinka s indikatorem
anaerobnich podminek. Je to v podstaté Fildes-Mc-
Intoshtiv indikator, zaloZeny na opétném modrani
leukoformy roztoku metylenové modfi vlivem stop
kysliku v nedokonale anaerobnim prostfedi. Navod
vSak opomiji skutetnost, Ze je tfeba ke smési jed-
notlivych roztokd indikatoru (metylenovda modF,
glukoza, louh sodny) ptridat prostfedek k iniciaci
redukce metylenové modfi pfed vlastnim pouZitim
indikatoru, jako nap¥. krystalek tymolu, s nimZ se
smésny roztok povafi do prob&hnuti redukce (do
ziskani leukoformy). Takto upraveny indikator se
hned pouZije. Pouzije-li se ,vekovka“, uzavie se
vikem, opatfenym gumovym tésnicim krouZkem.
Exsikator se evakuuje tak dlouho, aZ se indikator
beze zbytku odbarvi, coZ signalizuje prostfedi prak-
ticky bez kysliku. Exsikdtor se miZe otevrit a ,,ve-
kovka“ s plotnami z n&ho vyjmout, jelikoZ dobry
tésnici krouZek udrzi vakuum.

Inkubuje se pfi 25 °C po dobu 5 aZ 6 dni u VLB-L
41 agaru a asi 1 tyden u VLB-S 7 agaru. Kvasinky
v lahvi¢ce s mladinou za¢nou b&hem inkubace kva-

sit a zajiStuji tak urcité mnoZstvi CO;, potFebné
pro vyvoj mnohych anaerobnich baktérii.

Jde-li o rychly dfikaz laktobacild a pediokoki,
nikoli o jejich mnoZstvi, pferuSi se inkubace po
2 aZz 3 dnech. Kolonie nejsou jeSté zietelné, ale
je moZno jiZ provést mikroskopickou prohlidku ve
stéru s povrchu Zivné pldy. P¥i negativnim nélezu
(jde-li o stopové nebo Zadné mnoZstvi), lze v in-
kubaci pokracovat dalsi 4 dny, kdy se maji objevit
jiZ makroskopicky zjistitelné kolonie. Tolik tedy
k firemnimu navodu.

Na zaklad€ pozorovani, Ze vzdu$ni kyslik v ma-
lém mnoZstvi stimuluje rdst laktobacilli, je moZno
modifikovat ptvodni metodu podle Emeise. Stimu-
lujici uCinek kysliku se projevuje pravdépodobné
jen tehdy, nésleduje-li mikroaerobni stadium in-
kubace aZ po anaerobnim stadiu, jeZ je nutné na za-
tatku inkubace laktobacild, kdy se nachézeji v lag-
fazi. Proto je vhodné laktobacily inkubovat prvni 3
dny anaerobné. Poté se gumovy uzavér ,,vekovky"
vyjme a tim se zruSi vakuum. MnoZstvi kysliku, jez
se do ,,vekovky“ dostane, nemiZe byt velké, jeli-
koZ vlivem kvaSeni mladinky je prostor ,vekovky“
zaplnén CO:. Indikdtor se vSak zbarvi modfe. Di-
faze vzduchu do toho'o prostoru je relativné nizki;
dostaCuje vSak k jisté stimulaci rtstu laktobacila.

P¥i inkubac¢ni teploté 30 °C se podafti diikaz lak-
tobacili Skodlivych pivu po 3 aZ 7 dnech. V tep-
lotnim rozsahu 25 aZ 32 °C v3ak nebyly zjistény
rozdily v rdstu, takZe je moZno inkubovat v tom:io
rozsahu teplot.

Narostlé kolonie je nutno bliZze identifikovat
mikroskopicky. Dale je +vhodné presvédCit se
o grampozitivité kolonii a provést katalazovy test,
ktery mé byt negativni. Nejpriikaznéjsi metodou je
vsak sérologicky dikaz.

Emeis provedl zajimavy modelovy pokus: sterilni
pivo uméle infikoval rlznym, avSak zndmym poc-
tem pediokokidi. Hned po zaockovani piva byla zjis-
téna koncentrace Zivych pediokokd technikou mem-
branové filtrace a inkubaci na VLB-S 7 agaru. V pa-
ralelnim pokusu byla zjiStovdna biologickd trvan-
livost rtizn& infikovanych piv pFi 25 °C. Vzorky
byly pozorovany po dobu ¢tyF tydnh. Zakal vzorkl
byl potom vySetfen mikroskopicky. V tabulce je
prehled vysledki:

spolitané kultivatné
mnoZstvi zjisténé mnoZstvi biologicka
pediokoki pediokokii trvanlivost
na ¥ litr. 1dhev v !4 litr. 14hvi dni
3 0 vétSi neZ 28 dni
30 16 16
300 181 14
3000 1300 11

NiZ3i vysledky kultiva¢ni metody spadaji na vrub
mrtvych nevykli€enych bunék a téZ tvorby shluki
(kaZda kolonie nepochéazela vZdy z jedné buiiky).
Radové jsou v3ak vysledky v korelaci. Z odpovida-
jicich si vysledka sledovani trvanlivosti je patrné,
7e jiZz malé mnoZstvi pediokokii miiZe byt pivu
nebezpetné. Tato zavislost bude ovSem rfiznd u ji-
nych kmend pediokokil v souvislosti s jejich viru-
lenci.
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V zavéru této Casti je tfeba se zminit o pads,
zvané ,Nakagawa - medium®, vyvinuté stejnojmen-
nym pracovnikem centrdlni laboratofe pivovaru
.Asahi* v Tokiu. Prvni tidaje o této piid& pochézeji
z r. 1964. Pida je urcena k diikazu a stanoveni
pediokokli a laktobacilti. Rlst gramnegativnich ty-
Cinkovitych baktérii, kvasinek a jinych rusSicich
mikroorganismit ma byt na ptdé potlaCen. Substrat
cbsahuje kvasniény extrakt, hydrolyzovany kasein,
glukozu, acetat, minerdlni soli, kyselinu askorbovou,
aktidion, redukc¢ni latku, resazurin jako indikétor
redoxpotencidlu a agar.

Na zékladé vlastnich Setfeni doporucuje Védecka
stanice pro pivovarstvi v Mnichové tuto pidu jako
vhodnou pro praktickou provozni kontrolu. Phda
se expeduje v praskovité formg.

Vlastni Set¥eni

Zavodni laboratof Plzeiliského Prazdroje obdrZela
od fy Sartorius men3i mnoZstvi ploten v kryova-
kovém baleni s rozlitymi pfidami VLB-L 41 a VLB-
S 7. Pokusy je tfeba povaZovat za orientacni, jelikoZ
dalSi mnoZstvi obou pfid se dosud nepodafilo za-
jistit.

Zaockované pudy se inkubovaly ve vysokém va-
kuovém exsikdtoru obsahu 1 litr, b&Zné u ndés vy-
rabéném pod katalogovym ¢islem 2112. Maximdlni
naplii byla 12 misek priméru 9 cm (misky pra-
méru 10 cm se do tohoto typu exsikdtoru nevejdou].
Na horni misku byla postavena kadinka s indikéa-
torem anaerobnich podminek. Do baiiky, botné spo-
jené zabrusem s vlastnim exsikdtorem, byl pfidan
alkalicky pyrogalol. Evakuace exsikdtoru rotacni
olejovou vyvévou se stfidala s vpouSténim CO:
z bomby pfes trojcestny kohout, naCeZ nésledovala
opét evakuace. ZajiSténi anaerobnich podminek
v exsikatoru, sledované Fildes-McIntoshovym indi-
kétorem, bylo dosti obtiZn& dosaZitelné. Inkubovalo
se tyden p¥i 28 °C v atmosféte COs.

Obé Zivnd média byla prozatim ovéfovdna inku-
baci vzorkli mladiny, mladého piva a stdfeného
piva. Mladina se oCkovala jednak po 0,5 ml roz-
térem na plotnu, jednak se membrénové filtrovalo
20 ml ptes filtr typu HUFS. Mladé pivo se ockovalo
pfimym roztérem. Std€ené pivo se zpracovalo jed-
nak membrénovou filtraci 20 ml vzorku filtrem ty-
pu HUFS, jednak pfimym roztérem.

PocCet kolonii, vyrostlych na plotndch po tydennf
inkubaci p¥i 28 °C, ukéazal, Ze koncentrovani za-
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rodkt laktobacili a pediokokd membranovou fil-
traci bylo i¢elné pouze u stdceného piva; u mladiny
a mladého piva vyrostlo dosti kolonii po pFimém
zaoCkovani vzorku na plotnu v mnoZstvi do 0,5 ml.

Narostlé kolonie byly identifikovdny mikrosko-
picky (vZdy neékolik zastupchi od skupiny téhoZz
makroskopického vzhledu). Kromé toho bylo sle-
dovano vybarveni podle Grama a proveden katala-
zZovy test.

Z mladiny vyrostly na obou Zivnych pidach kro-
meé laktobacill a pediokokd téZ krdtké silnéjsi ty-
¢inky grammegativnich kataldzopozitivnich baktérii,
rostoucich dobfe na Endové agaru. Zfejmé Slo o
kmeny rezistentni k 3-fenyletanolu, na coZ autofi
pad rovnéZ upozoriiuji.

Z mladého piva i ze stdCeného piva byly ziskany
prakticky jen kolonie laktobacili a pediokokd.
Laktobacily vyristaly vétSinou ve formé svétleji
zeienych, matnych aZ matné lesklych kolonii; pe-
diokoky vytvéarely vétSinou temné& modrozelené ko-
lonie s matnym leskem. Pro ur¢itou proménlivost
makroskopického vzhledu je vZdy nutnd mikrosko-
picka identifikace.

Mikroskopovéani kolonii bylo potfebné téZ proto.
Ze laktobacily casto rostly i na ptidé VLB-S 7,urcCe-
né pro stanoveni pediokokti, a naopak téZ pedio-
koky vytvarely kolonie i na VLB-L 41 agaru. Uka-
zalo se, Ze ob& média nejsou pro oba jednotlivé
rody dostatetné elektivni. Vznikd otdzka, zda by
se nedalo vystacit pouze s jednou univerzélni pi-
dou pro soucasné stanoveni laktobacild i pediokoki.

Je tfeba si ovSem uvédomit, Ze pro hlub3i ovéFeni
metodiky zjiStovadni laktobacili a pediokokdli na
ztuZenych padach bude v naSich podminkéch tFeba
zpracovat vétsi mnoZstvi vzorkid, coZ je oviem za-
vislé na moZnostech dovozu pfisluSnych Zivnych
pid. Rozhodné vSak chceme v pokusech pokracovat.
Zv1asté zajimavé bylo vySetfit moZnosti pFedpovédi
biologické trvanlivosti piva, prakticky mneobsahu-
jiciho kvasinky, podle mnoZstvi pFitomnych lakto-
bacild a pediokoki.
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