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UvoD

MIlécné baktérie pfedstavuji nejobavandj¥i kontaminaci
pivovarského provozu. Proto se jejich prikazu a stano-
veni vénuje velkd pozornost. Rizni autofi doporucuji
rizné druhy Zivnych pid. Kratky pfehled nejuZivan&jsich
pld jsme uvefejnili v predeslém sdélent [Savel 1973).

Jednotlivé phdy se 1isi specifitou i mnoZstvim kmeni
mlécnych baktérii, které na nich lze prokéazat. Velkého
roz&ifeni dosahly znamé pidy VLB L 41 a VLB S 7, do-
davané firmou Sartorius, Membranfilter (Wackerbauer a
Emeis 1967, 1969). Na prvnich z nich se stanovuji lakto-
bacily, na druhe pedickoky. Podle ftdaji literatury
(Méndl a Seidel 1971, Hodaji a Augustin 1971) i vlast-
nich zkuSenosti umoZiiuji tyto pidy dokonaly a specific-
ky priikaz mlé&nych baktérii.

V posledni dob& se objevila zprdava o nové pid& BNBS
[Kretschmer et al. 1972), v ni# lze prokéazat bakteridlni
kontaminanty piva i divoke kvasinky. Nelze v ni v3ak
stanovit poCet baktérii a také rozliSent mléénych baktérif
a ostatni bakteridlni kontaminace je znacné obtiZné.

ProtoZe v CSSR dosud chybély Zivné piidy podobnych
vlastnosti jako VLB L 41, VLB S 7 a suroviny, z nich#
lze tyto piidy pFipravit, jsou v GSSR nedostupné, sesta-
vili jsme podobné médium prevdaZné z tuzemskych su-
rovin.

Specifity némeckych pid se dosahuje pFedeviim pii-
davkem g-fenyletanolu. Tato latka, kterd welmi gokonale
potlatuje ostatni bakteridlni kontaminanty (koliformui
baktérie, Obesumbacterium Sp., octové baktérie) viak po-
dle Gdaja literatury (Harris a Watson 1960, Ault a Wood-
ward 1965, Engel 1971) Zasteins inhibuje i riist mlé&nych
baktérii. Proto jsme Zivné médium pfipravovali bez p¥i-
davku g-fenyletanolu i s nim.

MATERIAL A METODY
Zivné piady

Piidy VLB L 41 a VLB S 7 byly vyrobkem firmy Sarto-
rius Membranfilter v Géttingen.

Zivné médium podle nafeho navrhu (ddle B) obsaho-
valo prokvaZenou sladinu, kaseinovy hydrolyzat a dalsi
latky podporujici riist mlé¥nych baktérii. Po pfidavku
agaru (2 %) se ptda sterilovala v autckldvu a rozlévala
do sterilnich Petriho misek. PouZivalo se dvou modifikaci
Zlvného média: B+ s pridavkem 0,3 % (objemov§ch]
S-lenyletanolu a B— bez g-fenyletanolu. K potladeni kva-
sinek se pouZilo aktidionu nebo fungicidinu.

Oc¢kovani vzorkii

Vzorky z riiznych mist pivovarského provozu se ofko-
valy na Zivné pady (inokulum 0,1—0,2 ml). Vzorky s niz-
kym obsahem baktérii se filtrovaly membrénovymi filtry
Synpor (pory 0,40 um), vzorky s vysokym obsahem bak-
térif se Fedily sterilni vodou.

Inkubace

Zaotkované. plotny Zivnych plid se anaerobnd kultivo-
valy v atmosféfe kysli¢niku uhli¢itého pf¥i 28 °C po dobu
6 dni.

VYSLEDKY POKUSD

Kultivace provoznich vzorki na riiznych piidach

Vzorky z rGznych mist pivovarského provozu se sou-
b&Zné otkovaly na pidy B+, B—, VLB L 41 a VLB S 7. Po
kultivaci se ov&fovala pFitomnost riznyech druhi mikro-
organismil v koloniich stejného typu, pfifemZ se mikro-
skopovalo vZdy nékolik kolonii stejného vzhledu. ProtoZe
mléEné baktérie rostou na Zivnych ptiddach jako ty&inko-
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vité baktérie rizné délky mebo jako koky, diplokoky a
tetrady, rozliSovaly se podle mikroskopického wvzhledu
pouze tyto skupiny bakténdi: ty&inkovité baktérie (T) a
pediokoky (P), které zahrnovaly viechny zmin&né morfo-
logické formy mléénych baktérif. Kvasinkovité mikro-
organismy se v Zadném piipadé neprokéazaly.

Potet kolonif na plid® B— byl zpravidla nejvdtdi, a
proto se celkovy pofet kolonif vyrostlfch ze wzorkii kul-
tivovanych na riznych pfidich vyjadfoval rovnéZ v %
poctu kolonii ma pldé B-. Vysledky uvadi tabulka 1.

Priikaz tytinkovitfch baktérii a pediokokd v sedlindch
piv a nasadnich kvasnieich

Na plotny pid (B—, B+, VLB L 41, VLB S 7] se o&ko-
vaci jehlou ofkovaly sedliny zkaZengch piv, které podle
mikroskopického nalezu obsahovaly ty&inkovité baktérie,
popf. jeSté pediokoky. Stejn§m zplsobem se okovaly
i vzorky védretnych kvasnic. Po kultivaci se pfitomnost
jednotlivych druhd baktérif (ty&inkovitych nebo pedio-
koki) ovEfovala mikroskopicky. Vysledky uvadi tabul-
ka 2.

Stejné vzorky, ofkované na rizné piddy, se lidily
i intenzitou nériistu. Zejména u vzorkdl varefnych kvas-
nic bylo mnoZstvi narostlych pediokokdt na plidé B-—
vEtSl neZ na ostatnich piidach s pozitivnim nélezem.

Tabulka 1. Mnoistvi baktérii stanovenyjch na razngch piddch

Tabulka 3. Porovndni kultivacniho stanoveni laktobacilli s pFimgm
potitdnim bakteridlnich bunék

Pocet bunék stanoveny

s
52 | Thomovou na padé na puds
N | komiirkou B— % B+ %
=] .
1 300 281 93,7 220 73,3
2 500 480 86,0 470 84,0
3 60 42 66,6 11 18,3
4 320 330 103,1 260 | 81,3
5 240 242 100,8 235 l 97,9

|

movou komifirkou uréil jejich polet. Po pfisluiném zfeds-
ni pasterovanym pivem se vzorky piva pipetowaly na
piidu B+ a B-. Vysledky obou metod stanoveni podtu
laktobacilli uvadi tabulka 3.

DISKUSE

Ziskané vysledky ukazuji, ¥¢ novad piida s pfidavkem
g-fenyletanolu umoZiiuje priikkaz a stanoveni mléénych
baktérii pribliZzné ve stejném rozsahu jako pidy VLB L 41
a VLB S 7. To vyplyvd jak z porovnédni poftu kolonii
vzorkd soub&Zné otkovanych na zkouZené pidy, tak z v§-
sledkii kultivace ¢istfch kmenidi laktobacili na t&chto
piidach.

Celkov§y pocet kolonii
Druh vzorku \,Pz%iitﬁ i
B— st VLB L 41 VLB S 7
T P T P T | P B | P
mladina 4 4842 0 2014 0 1648 0 1994 | 0
zakva3end mladina 4 3251 1373 33 1313 34 1084 55 L 848
pivo ze spilky 4 34 2328 18 642 41 800 50 | 690
pivo ze sklepa 3 4 2000 5 1365 6 1585 8 1520
stotené pivo 3 1369 18 273 11 27 50 147 68
celkem 18 9500 5719 2341 3331 1756 3519 2254 3126 x
% -_— 100 100 23,7 58,1 18,4 61,2 215 i 54,3
T: tyCinkovité baktérie, P: koky, diplokoky, tetrady
Tabulka 2. Prikaz baktéril v pivnich sedlindch a vdredngch kvasnicich
Polet vzorkii s pozitivnim nalezem
ik, it Pt tyCinkovité baktérie pediokoky
vzorkd pida
B—- B+ VLBL 41 VLBS7 B—- B+ VLB L 41 VLBS7
pivni sedlina 16 13 13 12 12 10 5 2 2
viretné kvasnice i 16 7 3 3 3 16 7 8 10

Riist fistfeh kmenii laktobacili na rizngch pidéch

Plotny pid (B—, B+, VLB L 41, VLB S 7) se ofkovaci
jehlou zaotkovaly 10 sbirkovymi kmeny laktobacilll izo-
lovanych ze sedlin zkaZenych piv. Radou biochemick§ch
testdi (podle Eschenbechera 1968, 1969) se potvrdila p¥i-
sludnost téchto kmend k rodu Lactobacillus. Tyto kmeny
se po zp&tném zaolkovani do piva rychle rozmnoZovaly.

VSechny zkou¥ené kmeny laktobacilii rostly dobfe na
viech phdéach, i kdyZ v jednom pfipad& byl nariist na
pidé B+ o néco slabsi neZ na pidé B—.

Porovnéni kultiva®niho stanoveni laktobacili s metodou
piimého potitdni bunék

Ve wzorcich piva ferstvé zkaZeného laktobacily se Tho-

Ani jedna z plid neumoZiiuje stanovit oddé&lend lakto-
bacily @ pediokoky. Tyto baktérie spoletn& rostou na
viech pildach. K stejnému z4véru dosp&li Hodaii a
Augustin (1971, 1972), podle mnichZ na piidach VLB L 41 a
VLB S 7 rostou spolefn& laktobacily i pediokoky, p¥i-
temZ rist pediokokd je lep3i na piidé VLB S 7. To se
shoduje s vysledky ziskanymi v nasi préci.

Zajimavé je porovnani po&tu baktérii narostljch na
plidé s g-fenyletanolem a na pidé B-. Na pids bez
g-fenyletanolu byl polet ty&inkovitfch i kokovitfch bak-
térii podstatné vy33i neZ na pidé s touto latkou.

SniZeni po¢tu bakteridlnich kolonif mé& pravd&podobn#
dvé piitiny. g-fenyletanol se k pliddm na stanoveni mlég-
nych baktérif piidavd k potladeni grammegativnich bak-
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térii, které jinak rostou spolu s mlé¥n¢mi baktériemi.

ProtoZe nejvétSi €4st gramnegativni bakteridlni konta-
minace pivovarské vyroby tvofi ty&inkovité baktérie
{napt. koliformni baktérie, Obesumbacterium sp. ap.), lze
vetsi ¢dst vyrazného sniZeni poétu kolonii ty&inkovitych
baktérii pFidavkem g-fenyletanolu pfidist zmin&nému
uéinku této latky na doprovodnou kontaminaci.

Tomu odpovida i zjidténi, Ze vliv g-fenyletanolu ma
riist €istfch kmend laktobacild byl podstatnd men3i ne¥
pri sledovéni jeho vlivu na ve¥kerou ty&inkovitou konta-
minaci v ‘provoznich vzoreich. Tak tomu bylo i pfi o&ko-
vani sedlin Cerstvé zkaZeného piva, obsahujiciho lakto-
bacily, na ob& phdy.

Literatura se vS8ak zmifiuje 1 o negativnim vlivu 8-fenyl-
etanolu na mlé&né baktérie. Potla&eni riistu je vyraznéjsi
u pediokokil, neZ u laktobacilt (Harris a Watson 1960,
Ault a Woodward 1965, Engel 1971). Na druhé strans je
pravd&podobnost kontaminace provoznich vzorkdi bakte-
ridlnimi druhy (nap¥. Micrococcus sp., Sarcina sp.), kte-
ré by bylo moZno zamé&nit za pediokoky, ni#$i, ne¥ tomu
bylo v analogickém pfipad® u ty&inkovitjch baktérii.

Na zdklad& téchto skutetnosti lze soudit, Ze se pii
analyzdch provoznich wzorki uplatiiuji oba diskutované
zplisoby wlivu pg-fenyletanolu. Proto se zda vyhodné&jsi
pfidavat pfi stanoveni laktobacilit do piidy B-fenyletanol,
nebot tim se dosdhne potlateni doprovodné gramnegativ-
ni kontaminace a &4steén& i sniZeni poftu pediokokd,
zatimco pro stanoveni pediokokdl je wvyhodnjsi g-fenyl-
etanol vynechat a totoZnost jednotliv§ch kolonii ovifovat
mikroskopicky. To je oviem mutné i pfi stanoveni lakto-
bacili.

Pro préci s ¢istymi kmeny mlé&ngch baktérii je vyhod-
néji pida bez jg-fenyletanolu, nebot tak se neomezuje
ani Zastetng jejich rist. Tyto zdvéry je viak nutno expe-
rimentalné overit.

Pokusy se stanovenim mnoZstvi baktérii pfimym po-
titdnim a kultivaci ukazuji, Ze navrZend plida je dosta-
tefné citlivd. Malé rozdily mezi pfimym a nepfimym sta-
novenim baktérii mohou spoéivat jak v nepfesnosti sta-
noveni, tak v pfitomnosti mrtvfch bakteridlnich bundk
v sledovaném vzorku.

Podrobné sloZeni plidy B a zpiisob jeji pFipravy sd&li
na poZadani autofi dlanku.

Podékovani

Dékujeme firm# Sartorins Membranfilter v Gottingen
za ochotné a rychlé poskytnuti vzorkd pid.
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Savel, ]. - Prokepovd, M.: Piida k priikazu.. 3, stanoveni
mlééngch baktérii. Kvas. pram. 20, 1974, &. 3, s. 49—51.

Clanek pojedndvd o nové pids k priikazu a stanoveni
mléénych baktérif, sestavené preva¥ns z tuzemskych su-
rovin. Plida obsahuje prokvaSenou sladinu, kaseinovy
hydrolyzat a dalSf latky podporujici rist mlé&nych bak-
térii. Tato plida pFipravend s pridavkem g-fenyletanolu
i bez n&ho se porovnavala s piidami VLB L 41 a VLB S 7

firmy Sartorius Membranfilter. Ofkovéani rfiznfch provoz-
nich wzorkdl i Eistfch kmend mlé¥nfch baktérif proka-
zalo, Ze novéd pfida umoZfinje stanovit laktobacily a pe-
diokoky pfibliZzné& ve stejném rozsahu jako piidy VLB L 41
a VLB § 7. Na Zivné pid& bez g-fenyletanolu rostl v§raz-
né vy3si podet baktérii neZ na stejné plidé s nim. Disku-
tuji se pfi€iny tohoto jevu.

lllapea, SI. — [Mpokonosa, M.: HoBwii BHa NHTaTedbHOH
cpeibl AJA YCTAHOBJEHHA NMPHCYTCTBHA H ONpedeNeHHA Mo-
JMOYHOKHCABIX maxouek. Ksac. mpym. 20. 1974, Ne 3, crp.
49—-51.

B crathe onHcaH HOBHII BHA NHTATEABHOfl Cpeall coc-
TABJEHHOH [/ YCTaHOBJEHHA MPHCYTCTBHA H ONpe/eieHHs
MOJIOUHOKHCABIX Gaktepuii. Cpela cOCTOMT H3 COPOXKEHHOro
cycaa, Ka3eHHOBOTO THIPOJH3aTa H BellecTBa CNOCOGCTBY-
I0llero pasMHOXeHHO Oakrepuii. Jlpa Bapuanta HOBOro
BeIllecTBa, T. €. ¢ 100aBKoi § — (eHuI3TaHoNa U Ge3 Hero,
CpaBHHBA/JHCh C MHTATeJbHEIMH cpeaamu VLB L41 u VLB S7
H3roToBaseMbiMH ¢upmoii Capropuyc Mem6panduastep.
JIins moceBa NpHMEHMIHCh KdK 3KCIJYaTALHOHHEIE 33KBa-
COYHBIE KYJbTYPbl, TaK H YHCTHle IITaMMB, PesyibTaTthl
IKCNEPHMEHTOB N0Ka3aJ/iy, YTO HOBAafA cpeja naeT NpHMep-
HO TaKyl0-’e BO3MOJKHOCTb ONpeesieHHS] MOJOYHOKHCIBIX
OakTepuii M NeJlHOKOKKOB Kak cpeinl VLBL41 u VLB S7.
B cpene Ges B-heHunstaHosa Oakrepud Pa3MHOKAJIHCh
HHTEHCHBHEE YeM B cpejle cojlepialleii 310 BeillectBo. Pac-
CMaTPHBAKOTCHA NPHYHHBI 3TOI Pa3HHLBL.

Savel, J. - Prokopovd, M.: A New Culture Medium for
Ascertaining the Presence and Identification of Lacto-
bacilli. Kvas. prim. 20, 1974, No. 3, p. 49—51.

The article deals with a new culture medium which
has been developed for ascertaining the presence and
determination of lactobacilli. It consists iof fermented
wort, casein hydrolysate and a substance stimulating the
propagation of lactobacilli. Two modifications of the
medium, viz. one containing g-phenylethanol the other
without it were compared with two sorts of media manu-
factured by Sartorius Membranfilter, viz. VLB L 41 and
VLB S 7. Beside mormal cultures, applied in industry,
several strains of pure cultures were used for inocul-
ation. It has been found that the new medium permits
to ascertain and identify lactobacilli and pediococci
practically as reliably as the mentioned media VLB L 41
and VLB S 7. In medium without g8-phenylethanol pro-
pagation was more wigorous than in the medium with
this substance. The aithors analyze the reason of dif-
ference.

Savel, ]. - Prokopové, M.: Nihrboden zum Beweis und zur
Bestimmung der Milchsiurebakterien. Kvas. pram. 20,
1974, No. 3, S. 49—51.

Der Artikel berichtet iiber einen Nihrboden =zum
Beweis und zur Bestimmung der Milchsdurebakterien,
welcher grosstenteils aus inldndischen Rohstoffen zu-
bereitet wurde. Der N#hrboden enthilt vergorene Wiirze,
Kasein-Hydrolysat und weitere Substanzen, welche das
Wachstum der Milchsdurebakterien férdern. Dieser
Nahrboden, mit sowie auch ohne Zugabe von B-Phenyl-
dthanol zubereitet, wurde mit den N#hrboden VLB L 41
und VLB S 7 der Firma Sartorius Membranfilter vergli-
chen. Durch Inoculierung verschiedener Betriebsproben
und reiner Milchsdurebakterienstdimme wurde bewiesen,
dass der neue Ndhrboden die Bestimmung der Lacto-
bacillen und Pediokokken in ungefdhr gleichem Ausmass
wie die Bdden VLB L 41 und VLB S 7 ermidglicht. Auf
dem N&hrboden ohne g-Phenylithanol wuchs eine be-
trdchtlich hohere Zahl der Bakterien als auf dem
gleichen Néhrboden mit g-Phenyldthanolzusatz. Es
werden die Ursachen dieser Erscheinung diskutiert.



