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Mezi mikroorganismy, kazicimi pivo, zaujimaji mlécné
baktérie dileZité misto [1, 2]. Mlétné baktérie, které se
vyskytuji v provozu, se li§i schopnosti kazit pivo.

Obvyklé diagnostické ptidy prokazuji Siroké spektrum
mléénych baktérii, bez prihlédnuti k rychlosti ristu
v pivu. Tim klesd informa¢ni hodnota mikrobiologickych
analyz, mebot zkazu piva mohou zpiisobit stopové kon-
centrace mebezpe¢nych baktérii, doprovdzenych radové
vEt§im mmoZstvim relativné neSkodnych mléénych bak-
térii.

Pro nalezeni zdroji nebezpetné kontaminace mé pro-
to stanoveni celkového poftu mléénych baktérii ome-
zeny vyznam. Pridavkem vhodnych Zivnych latek Ilze
stanoveni zrychlit, ale se zkrdcenim doby rozboru ob-
vykle klesd specifitnost stanoveni mebezpe&nych bakté-
rif:

V soudasnosti se vyvijeji nové pidy s vy33i specifi€-
nosti pro stanoveni baktérif, rychle rostoucich v pivu.
Latky podporujici riist mlé¥nych baktérii se v nich
kombinuji s latkami se specifickym tG&inkem proti rela-
tivné meSkodnym baktériim (3—5). Pivo se miiZe pova-
Zovat za vysoce specifické médium pro prikaz nebez-
peéngch baktérii [6].

Agkoliv &etnd sdéleni podrobn& popisuji fyziologické
a biochemické wvlastnosti mlé&nych baktérii a faktory,
podporujici jejich riast [7—8], médlo mista se vé&nuje
vliviim, omezujicim rdst mléénych baktérif v pivu a
podmifiujicim jeho specifické vlastnosti jako riistového
média.

MATERIAL A METODY

Mlé¢né baktérie

Mlééné baktérie se izolovaly z riznych mist pivovar-
ského provozu (tab. 1). Baktérie, rychle rostouci v pivé,
pivo silné& kalily. Zavislost trvanlivosti na pocate¢ni kon-
centraci baktérii v pivu udavéa obr. 1. Kmeny I, III, IV
a 4 se uchovavaly ma Sikmé agarové pudé P— [10], zby-
vajici kmeny v pivni ptidé s nizkym obsahem agaru pfi
5°C.
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Obr. 1. Zdvislost trvanlivosti na poé&dteéni koncentraci
baktérii v pivé. A — trvanlivost piva pFi 20°C (dny),
B — podet baktérii v 1 ml piva.
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Tab. 1. Prehled kmenit mléénjch baktérii

Trvanli- Specificka
vosta) ristova
Rod Kmen| Pivod 12% piva rychlost
pfi 20 °C v 12% pivé
(dny) (den—1)
Pedio-
coccus 1 | kvasnice 70 —
Lacto- mladé
bacillus III pivo >100 —
Lacto- mladé
bacillus v pivo >100 —
Lacto-
bacillus 4 pivo >100 —
Pedio-
coceus B, pivo 7 1,559
Lacto-
bacillus Bg pivo 6 1,836
Lacto-
bacillus 5 pivo 8 1,422
Lacto-
bacillus As pivo | 9 1,153
a) — pogatetni koncentrace bunék 102 ml—1

Tab. 2. Rust mlééngch baktérii v pivovarskgch substrd-
tech (0,06 % agaru)

Doba priikazu (dny)/
Pada intenzita riistu po 7 dnech, 28 °C

I |u|1v| 4 |B,|Bs| 5 |n
12% mladina 00| 0| 01|3/2|23|23| 0
12% sladina 0 |1/4|1/4|1/412/4!1/411/4| 0
prokvaSenéa
sladina 3/2|1/411/4|1/4|2/4|1/4|1/4 | 2/3
12% pivo o|lo|o0 ‘ 0 [3/3|1/3|1/3|2/3

Pro jednotlivé testy se kmeny I, III, IV a 4 anaerobné
pomnoZovaly v tekuté pidé& P— (0,1 MPa CO,], kmeny
By, Bs, 5 @ A3 v pivni ptd& s nizkym obsahem agaru
(0,2 MPa CO;) v tlakovém anaerostatu [6], 5 dni pii
28 °C.

Piidy s nizkym obsahem agaru (0,06 %)

K 3 ml 2% roztaveného agaru se pridalo 100 ml te-
kuté ptdy (piva, sladiny apod.) a po rozliti do zkuma-
vek s¢ plida ponechala 1 h p¥i 5 a¥ 8°C. Dalsi Zivné
slozky se pfiddvaly jako koncentrované roztoky do ptdy
pfed smisenim s roztavenym agarem. Pf¥idavkem H,SO,
(c =05 mol.1-1) a NaOH (¢ = 1 mol.1-1) se upravilo
PH piv pfi sledovani vlivu pH na riist baktérii, pH ne-
upraveného piva bylo 4,5.

Do zkumavek s pidou se ockovaci jehlou ockovaly
vpichem suspenze kmend baktérii a kultivovaly p¥i 28 °C.
Rist se hodmotil po&tem dnd, potFfebnych k prvému po-
zorovatelnému riistu a intenzitou ridstu, hodnocenou po
7 dnech kultivace: 0 — Zadny rast, 1 — velmi slaby,
2 — slaby, 3 — silny, 4 — velmi silny rist.

Pfi pfipravé ostatnich pad (P—, MRS apodd, o&kovani
a kultivaci se postupovalo podle [10].

VYSLEDKY A DISKUSE
Mlétné baktérie se v mikrobiologické kontrole v pi-

varstvi stanovuji nejcastéji na pidach s bohatym obsa-
hem Zivin (ptidy MRS, VLB S 7 apod.). P¥iznivé sloZeni

Tab. 3. Rust mlééngch baktérii v 12% pivé (0,06 % aga-
ru) s rdzngm obsahem hofkych ldtek

12% pivo (A) Doba priikazu (dny)/intenzita
+ prokvaSena ristu po 7 dnech, 28 °C

12% sladina

(B) 1| m|wv| 4]|B,|Bs| 5]a

100 % A 0|0 |0 | O0|[3/3|1/3|1/3|2/3
80% A +

20% B 0 |0 |0 |€e/1|1/3|1/4|1/3|1/3
60 % A + ‘

40%B | 0 |7/1|4/2|4/1|1/4(0/a|12/3|1/3
40% A + |

60 % B | 7/1(7/2(3/314/3|1/4|1/4|1/4|1/3
20% A + i

80 % B |7/1)2/3|2/4|2/4|1/4|1/4)1/4|1/3

100 % B ls/z 1/4|1/4|1/4| 2/a| /4| 1/4| 2/3

Tab. 4. Rust mlééngch baktérii v 12% pivé (0,06 % aga-
ru) s rizngm pridavkem Zivngch ldtek

Doba priikazu (dny)/intenzita

12% pivo + ristu po 7 dnech, 28 °C

1|m|iv| 4|B,|Bs| 5 |a,

KA (5g.1-1) 3/3|1/2|1/4|3/4|1/4|1/4|1/4|2/4
MPB (5g.1-1) | 2/3|1/3|1M|2/4|1/4|1/4|1/4|2/4
KA (05g.1-1) |6/1|6/2|5/3|5/3|1/4|1/4|1/4]|2/4
MPB (05g.1-1) | 0 |5/2]2/3|2/3|1/4|1/4|1/4]|1/4

KA — kvasnifny autolyzat, MPB — masopeptonovy bujon

pid zaruCuje rychly rist baktérii, ale pomnoZuji se také
baktérie, které v pivé rostou pomalu, nebo v n&m ne-
rostou.

Z celkového obsahu mlé&nych baktérii se proto trvan-
livost piva predpovidd jen obtiZn&. K sestaveni speci-
fické plidy je nutmé zjistit, které faktory podmifiuji rist
mléénych baktérii v pivu.

Z pivovarského provozu jsme izolovali 4 kmeny mlég-
nych baktérii, které rychle kazily pivo a 4 kmeny, které
se v pivu pomnoZovaly pomalu, nebo v n&m nerostly.

Rist baktérii se sledoval v piidach s nizkym obsahem
agaru. Tato technika dovoluje anaerobni kultivaci ve
vysoké vrstvé pudy, potladi se aerobné& rostouci bakté-
rie a v krdtké dobé se ziskd priikaz ristu baktérii. Me-
toda sluduje vyhody kultivace v tekutych i ztuZenych
ptdéach.

Oc¢kovani kmeni baktérii do zakladnich pivovarskych
substrati prokéazalo rozhodujici v§znam hofkych latek
pro pomnoZeni baktérii v pivu (tab. 2). A&koli vé&tsina
baktérii vyborné& rostla ve slading, vyZadovaly 2 kmeny
rovnéZ latky, pfitomné v prokvasené slading a pravds-
podobné vylu€ované kvasnicemi do piva.

Vliv hofkych latek ma rist mléénych baktérii s ové-
foval ofkovanim baktérii do piid, pFipravenych z ruz-
nych dild prokva3ené sladiny a piva (tab. 3).

Selektivni G¢inek hofkych latek lze zruSit pridavkem
vhodnych zdroji dusikatych latek a rastovych faktori
(tab. 4). V pivovarské mikrobiologii se do Zivnych pud
pro mléEné baktérie pouZiva kvasni&ny autolyzat, nebo
masopeptonovy bujon. Tyto latky podporuji nejen rist
nebezpeénych mléénych baktérii, ale také riast relativné
neSkodnych kmenid. Proto uméle sestavené pidy, obsa-
hujici vétSi mnoZstvi téchto latek, nedosahuji potiebné
specifi¢nosti.
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Tab, 5. Rist mlééngch baktérii v 12% pivé (0,06 % aga-
ru) s rizngm pridavkem cukri (5 g.1-1)

Tab. 7. Riist mléénjch baktérii v 12% pivé (0,06 % aga-
ru) s rizngm pH

Tab. 6. Riist mlééngch baktérii v 12% pivé (0,06 % aga-
ru) s rizngm pridavkem aminokyselin (1g.1-1)

Doba priikazu (dny)/intenzita

12% pivo + ristu po 7 dnech, 28 °C

pH| 1 |m|1v| 4 |B; | Bs| 5 | A
lysin 54| 0 |1/4|1/4|1/4(2/4|1/4|1/4| O
kyselina
asparagovéa 41| 0|0 |.0| 0 |B/1|2/2]0 |0
histidin 45| 0|0 |0 | 0 |33]|1/3(1/31/3
glycin 45| 0 | 0 |7/2|5/2|4/3|2/3|2/3|2/3

Riist nékterych kment mlé&nych baktérii v pivé je
omezen rovnéZ nizkym obsahem Zivin a ristovych fak-
tort v pivé a tyto kmeny rostou pomalu i v prokvasené
slading (napf. kmen I). Na pidach pro stanoveni mlég-
nych baktérii se zvySenym obsahem Zivin a réstovych
faktord, v3ak tyto kmeny rostou velmi dobfe. Predpo-
kldddme vyrazn&jsi pommnoZeni t&chto kmenidl ve vérec-
nych kvasnicich.

V priib&hu hlavntho kvaSeni a dokvaSovani se v pii-
tomnosti kvasnic mohou pomnoZit i kmeny citlivé k hof-
kym latkam. Varedné kvasnice zpravidla obsahuji velka
mnoZstvi pediokoki, které se v pivé pomnoZuji pomaluy,
nebo v ném nerostou.

Naproti tomu pfidavek raznych cukrd k pivu vyrazng
nepodpofil riist mléénych baktérii (fab. 5). Pridavek
aminokyselin k pivu podpofil (lysin), vyrazné meovlivnil
(glycin, histidin), mebo naopak potla€il (kyselina aspa-
ragova) riast baktérii (fab. 6). Vice se uplatnila zmé&na
pH po pfidavku bazické, nebo kyselé aminokyseliny, neZ
pfidavek zdroje aminodusiku.

Znaény vliv na riast mlé&nych baktérii v pivu mélo
pH. V pivu s pH pod 4,0 ustdval i rist kmend, rychle
rostoucich v pivu (fab. 7). M1é&né baktérie v pivé rostly
nejlépe mezi pH 5,1 aZ 5,8, silné se vSak pommoZovaly
i kmeny, které pfi b&Zném pH (4,3 aZ 4,5) v pivé mne-
rostly. Podobny vliv pH se prokézal i pfi kultivaci kme-
ni v prokvasené sladiné.

Pi¥idavek ethanolu k pivu (2 aZ 4 %) &astetn& potla-
toval kmen B,, ostatni kmeny byly k ethanolu relativné
necitlive.

Postupnd diftize plynd vysokou vrstvou pldy s mizkym
obsahem agaru umoZnila sledovat vliv CO, a O; na rist
mléénych baktérii v pivé. Zkumavky se zaofkovanou
piidou se kultivovaly v tlakovém anaerostatu, naplné-
ném CO,, nebo O, pod riiznym tlakem. Oxid uhliCity pfi
tlaku 0,4 MPa &astetnd inhiboval rtst kmend Bs a As,
podobn# jako kyslik p¥i tlaku 0,15 MPa. Inhibi¢ni vliv
plynti z4visel také ma koncentraci baktérif v pidé a
klesal s rostouci koncentraci baktérii. Vzdu3ny kyslik,

Doba priikazu (dny)/intenzita 1268 Doba priikazu (dny)/intenzita
e riistu po 7 dnech, 28 °C 2% pivo ristu po 7 dnech, 28 °C

12% pivo + pH

I |III|IV| 4 | By | Bg| 5 | As I 111 ’ v 4 | By | Bg 5 As

glukosa o| 0|0 |71|8/4|1/3|1/3]|2/3 3,9 0 0 0 [ o UV S 1]

fruktosa 0|0 | 0 |5/1(3/3|1/3|1/3|2/3 43 0 0 0 0 |33]|2/3|23]|3/3

sacharosa 0| 0|0 |B/1|3/3|1/3|1/3|2/3 45 0 0 0 0 |3/3]|1/3|1/3 | 2/3

maltosa 0| 0|0 |7/1|33|1/3|1/3|2/3 51 0 2/3|1/4|1/4| 1/4 | 1/4 | 1/4 | 1/4

5,8 0 |1/4|1/4 | 1/4| 1/4 | 1/4| 1/4 | O

6,6 0 |24 |1/ | 1/4|5/2| 1/4| 1/4| O

difundujici do plidy za atmosférického tlaku, naopak
¢astecéné podporoval rist vSech kment, rostoucich v pivé,
s v§jimkou kmene B,. X

Oxid uhli¢ity potlacuje v pivé rast prevaZné vétSiny
gramnegativnich baktérif a pisobi jako jejich selektivni
inhibitor. Je vhodnéj$im inhibitorem gramnegativnich
baktérii, neZ obvykle pouZivany g-fenylethanol, ktery
miZe potladovat i nékteré mlécné baktérie.

Tyto vysledky mohou slouZit k navrhu selektivni ptdy
pro stanoveni mléénych baktérii, rychle rostoucich
v pivé. Na specifickém rtstu téchto baktérii v pivu se
uvedené vlivy podileji komplexné&. L&tky, podporujici
rist mléénych baktérii, musi byt ve vyvaZeném wvztahu
s latkami, omezujicimi riist relativhé neskodnych mléc-
nych baktérii.

Nevhodnd zména sloZeni plidy se projevi v maruSeni
této rovnovahy a v ztraté specificnosti stanoveni, ¢imZ
klesd hodnota mikrobiologického rozboru. Nepritommnost
vSech mléénych baktérii, prokdzand ma ptdach pro sta-
noveni celkového poctu mléénych baktérii, je spolehli-
vou zarukou vysoké trvanlivosti, ale tohoto stupné ¢&is-
toty se v provozu dosdhne velmi obtizn&. Casto miZe
pivo obsahovat relativnd neSkodné kmeny mléénych
baktérii p¥i dostateén& vysoké trvanlivosti piva.

V mikrobiologické kontrole se obvykle dava piednost
stanoveni baktérii na ztuZenych ptidach. Z hodnot poctu
mikroorganismi v pivé se usuzuje na trvanlivost. Podle
praktickych zkuSenosti je trvanlivost piva pfimo Gmeér-
né logaritmu po¢tu bunék v pivu po stofeni, konstanty
této zavislosti v3ak siln& zaviseji na kmenu baktérii, fy-
ziologickém stavu bun&k a sloZeni piva. ZtuZené pidy,
bohaté Zivinami, nerozli$uji mezi Skodlivymi a méng&
nebezpeénymi kmeny.

Faktory urcujici trvanlivost piva se 1épe napodobi pfi
kultivaci v tekuté ptid&, v niZ se prednostn& uplatni
kmeny s nejvy3si rtistovou rychlosti a minimélni lag
fazi. ZtuZenim ptdy se ovlivnl vzdjemné pisobeni Ziv-
nych a inhibi¢nich latek a jejich transport z ptdy do
bungk, coZ je zvlast patrmé pfi zachycovéni zdrodkd ma
membréanovych filtrech.

Kmeny B;, Bs, 5 a A3 napf. velmi dobfe rostly v pivu
s nizkym obsahem agaru (0,06 %), avSak na 2% pivnim
agaru nerostly viibec kmeny B, a As;. Také z praktic-
kych divodd maji tekuté pidy mnoho vyhod (snadnd
priprava), které vyvaZuji jejich jedinou nevyhodu, kva-
litativni vyjadfovéni vysledki.

Tekuté pady, obsahujici latky podporujici rist bak-
térii a zachovavajici specifiénost stanoveni, mohou pfi-
spét k rychlému odhalovani nebezpetné kontamince ve
vyrobé.
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Savel, J. - Prokopova, M.: Vlivy podmiiinjici specificky
riist mlé&nych baktérii v piva. Kvas. prtim., 29, 1983,
€. 11, s. 246—249.

Clanek se zabyva vlivy, podmiiiujicimi specificky rist
mléénych baktérii v pivE. V pivu s mnizkym obsahem
agaru (0,06 %) s pfidavkem razn§ch Zivin a riistovych
faktori se sledoval rist 4 kmenii mléénych baktérii,
které rychle kazily pivo a 4 kmeni, které pivo nekazily,
nebo kazily velmi pomalu. Kmeny nerostouci v pivuy,
byly citlivé k ptsobeni hotfkych latek, nebo vyZadovaly
zvySeny obsah dusikatych latek a rdstovych faktord.
Pridavek kvasni¢ného autolyzdtu nebo masopeptonového
bujénu do piva eliminoval inhibiéni charakter hofkych
latek, podobné jako tprava pH na hodnoty 5,1 aZ 5,8.
Déale se sledoval vliv pFidavku aminokyselin, cukri,
ethanolu, CO, a O, na rast mléénych baktérii v pivu.
Ziskané vysledky se mohou uplatnit p¥i pFipravé pidy
s vysokou specifi€énosti pro pritkaz baktérii, které rychle
kazi pivo.

Iagen, 5., NMpokonoBa, M.: JleiicTBHs, 06ycaaBanBalonHe
crienMpHYECKHii pOCT MOJOYHBIX GaKrepui B nuBe. Ksac.
npym. 29, 1983, Ne 11, ctp. 246—249.

CraTbsi 3aHHMaeTcsi JeHACTBHSMH, O0GYC/IaBIHBSIOUHME
cnenH(HUUIECKHi POCT MOJIOUHHIX GakTepHii B nuBe. B mnuBe
c Hu3KHM conepxkanueM arapa (0,06 %) c npuGaskoi pas-
HbIX NHTATeJbHBIX BElleCTB H ()aKTOPOB POCTa HCCJEN0BAJICS
pocT uYeThbipeX IITaMMOB MOJIOYHHIX GakKTepHH, KOTOpHIE
GLICTPO BBISBIBAJH NOPUY NHBA M YeTHIPEX IITAMMOB HJH He
BHI3LIBAIOLIMX MOPYY HJIH MeMJIeHHO HelicTBylomux. lHtamMmer,
He pacTyll¥e B NHBe, OblNH YYBCTBHTENbHHl K JEHACTBHIO
TODBKHX BeIlleCTB HJIH TPeGOBAJH IOBHILIEHHE CONEPXKAHHS
a3oTocojepxallux BellecTB H (GakTopoB pocra. IIpm mo-
MOLIM NPHOABKH APOXKKEBOI'O aBTOJH3aTa HJIH MSICOMENTO-
HOBOro Oy/IbOHA B NHBO HCKJIOYAJCS HHTHOHIMOHHBIA Xa-
pakTep TODbKHX BeLIEeCTB, TaKXe KaK NpH H3MeHeHun pH
no BeqHuuHH 5,1—5.8. Jlanee ucC/ief0BasOCh BJHSHHE JO-
6GaBKH aMHHOKHCJOT, caxapa, sraHosna, CO2 u Oz Ha pocr
MOJIOYHBIX GakTepHil B muBe, [losyyeHHEIE pe3yJbTAaTH MOTYT
HalHTH TpPHMEHEHHEe IIPH IPHTOTOBJEHHH CpPebl BBHICOKOM

cnen¥HYHOCTH JJIT  JOKa3aTeJbCTBa
BaIOLUX GHICTPYIO MOpUy MHBA.

6aKkTepuf,, BBI3HI-

Savel, ]J. - Prokopova, M.: Factors Influencing Growth
of Lactic Bacteria in Beer. Kvas. prim. 29, 1983, No. 11,
p. 246—249.

The article is focused on a study of factors influencing
growth of lactic bacteria in beer. Four strains of bac-
teria which caused a quick spoilage of beer, four strains
which caused a very slow spoilage of beer and four
strains which had no effect on beer were tested in beer
with a low content of agar (0,06 %) and with the
addition of various nutrients. Growth characteristics
were measured. The not-growing strains were sensitive
to the effect of bitter substrances. For the growth of
these strains an increased content of nitrogen com-
pounds and growth factors was necessary. The addition
of yeast autolysate or bacteriological peptone into beer
eliminated the inhibitory effect of bitter substances.
Similar effect was observed with a change of the pH
value to 5,1—5,8. The growth characteristics of lactic
bacteria in beer were tested with respect to an addition
of amino acids, sugars, ethanol, CO, and 0, as well.
The results achieved can be used for a preparation of
identifying media for bacteria which caused beer
spoilage.

Savel, ]. - Prokopova, M.: Einfliisse, die das spezifische
Wachstum der Milchsdurebakterien im Bier bedingen.
Kvas. priim. 29, 1983, Nr. 11, S. 246—249.

In dem Artikel werden die Einfliisse behandelt, die
das spezifische Wachstum der Milchsdurebakterien im
Bier bedingen. Im Bier mit niedrigem Agargehalt
(0,06 %) und Zugabe von verschiedenen Néhrstoffen
und Wachstumsfaktoren wurde das Wachstum bei
4 Stdmmen der schnellverderbenden Milchsdurebakterien
und 4 Stdmmen, die entweder iiberhaupt nicht oder nur
sehr langsam bierverderbend wirken, verfolgt.

Die im Bier nicht wachsenden Stdmme waren gegen
die Wirkung der Bitterstoffe empfindlich oder erforder-
ten einen héheren Gehalt an stickstoffhaltigen Substan-
zen und Wachstumsfaktoren. Die Zugabe von Hefeauto-
lysat oder Fleischpepton-Bouillon ins Bier eliminierte
den Inhibitionscharakter der Bitterstoffe &hnlich wie die
pH-Korrektion auf Werte 5,1 bis 5,8. Weiter wurde auch
der EinfluR der Zugabe von Aminosduren, Zucker,
Athanol, CO; und O, auf das Wachstum der Milchsiure-
bakterien im Bier verfolgt. Die erzielten Ergebnisse
konnen bei der Aufbereitung eines Né&hrbodens mit
hoher Spezifitdt fiir den Beweis der schnellverderben-
den Bakterien appliziert werden.



