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(57) Anotace:
Redeni se tyka kultivacni piidy pro kultivaci a identifikaci
bakterii rodu Pectinatus, zejména ve stérech provedenych v
pivovarském provozu a/nebo na pivovarském zakizeni, kiera
obsahuje kvasni¢ny extrakt v koncentraci 2 aZ 15 g/l, pepton v
koncentraci 2 a2 15 g/l, alespodt jeden zdroj energie v
koncentraci 1aZ 25 g/l, akspon jednu latku snifujici
redoxpotencial vkoncentraci 025 az | g/1, nebo smés latek
snizujicich redoxpotencial v koncentraci 0.25 az 3 g/l, pfitem2
koncentrace 2adné z nich neplesahuje 1 g/L pufiujici slozku v
koncentraci 1 aZ3 g/l, masovy extrakt v koncentraci 2 a2
15 g/l, zdroj siry a biogennich kova tvoteny smesi
MgS0, 7H.Oa MnSO, 4H -0 v celkové koncentraci 0.025 az
0,25 g/l, nebo smesi FeS0,.7H,0 a ZnS0,4.7H,0 v celkove
koncentraci 0,005 az 0,02 g/, a izo-c-kyseliny a/nebo jejich
redukované hydrogenované derivaty v koncentraci 10 a2
80 mg/l. Redeni se dile tykd zpisobu odbéru stéri odbérovymi
tycinkami s odbéro vou ¢asti, jcho? podstata spodiva v tom. Ze
pted provedenim stéru je odb&rova ¢ast od bérove tylinky
namodena v roztoku sterilované destilované vody s pfidavkem
litky snizujici redoxpotencial v koncentraci ,25a23 gA, a po
pro vedeni stéru s¢ odebrany stér umisti do shora uvedené
kultivaéni pady.
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Kultivaéni piida pro kultivaci a identifikaci bakterii rode Pectinatus a zpiisob odbéru stéri
odbérovymi ty¢inkami

Oblast techniky

Vynalez se tyka kultivaéni pidy pro kultivaci a identifikaci bakterii rodu Pectinatus, zejména ve
stérech provedenych v pivovarském provozu a/nebo na pivovarském zafizeni, kterd obsahuje
kvasniény extrakt v koncentraci 2 az 15 g/, pepton v koncentraci 2 az 15 g/l, latku ze skupiny
glukéza, fruktdza, kyselina miééna v koncentraci 1 az 25 g/l, alespoii jednu latku sniZujici redox-
potencial v koncentraci 0,25 az 1 g/l, nebo smés latek snizujicich redoxpotencial v koncentraci
0,25 az 3 g/l, pricemz koncentrace zadné z nich nepfesahuje 1 g/l, a pufrujici slozku v koncentra-
cilazl3gl

Vinilez se dale tyka zplisobu odbéru stérti odbérovymi tyéinkami s odb&rovou Casti.

Dosavadni stav techniky

V dasledku uprav technologii pro stadeni piva, pii kterych se sniZzuje obsah kysliku v pivu az pod
hranici 1 mg/l, rostouci produkce nékterych druhid piv, které jsou ze své podstaty nachylngjsi
k bakterialni kontaminaci, jako napiiklad piv méné chmelenych, nizkoalkoholickych, nealkoho-
lickych ¢i nepasterovanych, a pouzivani priitokové pasterizace ¢i studené sterilizace piva, hrozi
v soucasné dob& zvysené riziko kontaminace piva anaerobnimi mikroorganizmy. Tyto mikro-
organizmy se vyskytuji pievazné jako sekundarni, tedy post—pasterizatni kontaminanty, a tzv.
kazi“ pivo, kdyZ beéhem svého Zivotniho cyklu produkuji fadu chemickych slouenin (kyselinu
propionovou, kyselinu octovou, sirovodik atd.), které negativné ovliviiuji organoleptické vlast-
nosti piva, zvysuji jeho kyselost, a zpisobuji charakteristicky masivni zékal a nepfijemny zapach.
V krajnim pfipadé maze dojit v disledku nahromadéni vétsiho mnozstvi plynu vyprodukovaného
témito mikroorganizmy dokonce k explozi lahve.

Z tohoto hlediska patii k nejvyznamnéj§im anaerobnim mikroorganizmim bakterie rodu Pecti-
natus, pticemz se odhaduje, Ze se v soucasné dobé podili na vice neZ 30 % pfipadl zkazeni bale-
ného piva. Tyto bakterie jsou tolerantni vii¢i alkoholu az do 4,5 % (w/v), vii snizenému pH az
do hodnoty 3,7 i viigi hotkym chmelovym latkam, a i pfesto, Z¢ se jedna o strikiné anaerobni
bakterie, jsou schopné pfezivat po n&jakou dobu v aerosolu — viz. napf. Helander 1. M., Haika-
ra A., Sadovskaya I., Vinogradov E., Salkinoja-Salonne M. S. (2004): ,.Lipopolysaccharides of
anaerobic beer spoilage bacteria of the genus Pectinatus - lipopolysaccharides of a gram--positive
genus*; FEMS Microbiol. Rev. 28: 543 az 552.

Pritomnost bakterii rodu Pectinatus v pivu a/nebo v pivovarském provozu &i zafizeni je v3ak jen
velmi t&zko zjistitelnd, nebo vzhledem ke specifickym ristovym poZadavkiim téchto bakterii
nelze pro jejich identifikaci pouZit konvenéni membranovou filtraci. Dle ¢lanki Haikara A,
(1984): ,,Detection of Pectinatus contaminants in beer.” J. Am. Soc. Brew. Chem. 43 (1): 43 az
46, a Haikara A. (1985): ,Detection of anaerobic, gram—negative bacteria in beer.” Monats.
Brauwiss. 6: 239 az 243 nelze bakterie rodu Pectinatus identifikovat ani pfi pouZiti membranové
filtrace, u které je pouzita pfedredukovand kultivaéni pida, a ktera probiha v atmosféfe CO,.

Ze stejnych ddvodd nelze pouzit ani kultivaci na b&znych kultivaénich piidach na Petriho mis-
kédch, ackoliv fada statnich i mezinarodnich instituci tento postup doporucuje. Napi. Evropska
pivovarska konvence doporuuje pouziti neselektivnich pfedredukovanych ztuzenych kultivac-
nich piid typu MRS, NBB, PYF, Raka-Ray, SDA a UBA, &i selektivni tekuté kultivacni pidy
SMMP, viz napi. Analytic Microbiologica — EBC, 2005.
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Nevyhodou pouziti neselektivnich kultivanich pid vyse uvedenych typi je, Ze tyto pidy neza-
brafiuji riistu daldich druhd mikroorganizmi vyskytujicich se ve zkazeném pivu a/nebo v pivo-
varském prostfedni a/nebo zafizeni, pfi¢emz tyto mikroorganizmy (kvasinky, koliformni bakterie,
bakterie mié&ného kvaseni, apod.) na kultivaéni pud& bakteriim rodu Pectinatus konkuruji, potla-
Cuji jejich kultivaci a pfipadné je inhibuji produkty svého metabolizmu, zménou pH, apod.
V disledku toho neni pouziti neselektivnich kultivagnich pid pro kultivaci a naslednou identifi-
kaci bakterii rodu Pectinatus dostateéné prukazné, a tedy ani vhodné pro pouziti v b&2né pivo-
varské praxi.

PouzZiti t&chto kultivacnich pid je navic doporuéeno ve ztuzené piedredukované formé pro mem-
branovou filtraci a kultivaci v anaerobnich podminkach, v disledku &ehoz mohou spolehlivé fun-
govat pouze v pfipadé, Ze je dana laboratof vybavena anaerobnim boxem s kontrolovanou atmos-
férou N, a Hap ktery viak neni b&Znym vybavenim pivovarskych provoza.

Nékteré z téchto nevyhod &astedné odstrafiuje pouziti tekuté selektivni kultivaini pidy typu
SMMP. Pii tom sice dochazi diky obsahu latek snizujicich redoxpotencial a antibiotik (napf.
aktinon) k inhibici ristu kvasinek, aviak stanoveni pfitomnosti bakterii rodu Pectinatus vyzaduje
sledovani vy3etiovaného piva, tvorby zakalu v ném a zmény zbarveni kultivaéni pidy po dobu 14
dni. To je doba, kterd je pro pouziti v pivovarském prostfedni naprosto nevhodna. Tato kultivaéni
pida je navic primarné uréena pouze pro kultivaci a identifikaci bakterii pifmo ve zkaZeném
pivu, a neni vhodna pro kultivaci bakterii rodu Pectinatus ze stérii provedenych na pivovarském
zarizeni a/nebo v pivovarském prostoru.

V ¢lanku Lee S. Y., Moore S. E., Mabee M., S.: , Selective-differential medium for isolation and
differentiation of Pectinatus from other brewery microorganisms®. Appl. Environ. Microbiol. 2:
386 az 387, 1981 je pro kultivaci a néslednou identifikaci bakterii rodu Pectinatus navrzeno pou-
Ziti tzv. LL-agaru, u kterého se pfitomnost téchto bakterii projevuje ernym zabarvenim
v diisledku chemické reakce bakteriemi vytvateného sirovodiku s octanem olovnatym pfitomnym
v kultivagni pidé. Nevyhodou poutZiti tohoto kultivaéniho média je nutnost pouziti tzv. Leeho
zkumavek s dvojitou sténou, které nejsou b&Zné dostupné, a s tim souvisejici vysoké pofizovaci i
provozni naklady. Kromé toho je tento zpisob kultivace a identifikace bakterii rodu Pectinatus
¢asové pomémé naroiny na pfipravu (obvykle 5 az 6 dni), a neumoZfiuje detekci téchto bakterii
pfi jejich nizkém poétu ve vzorku.

Pro odstranéni vySe uvedenych nevyhod konvenénich technik bylo v odbomé literatuie a
v patentovych spisech, napi. v JP 2004121259, JP 2005006556 ¢i US 5 869 642 dale navrzeno
nékolik metod pro identifikaci bakterii rodu Pectinatus, které jsou zaloZeny na detekci specific-
kych oblasti DNA téchte bakterii. Tyto metody jsou viak ¢asové i finanéné velmi naroné, nebot
ke svému provadéni vyZaduji nejen odborny personal, ktery ovlada sloZité molekulami techniky,
ale také specifické laboratorni vybaveni. Samotné identifikaci pfitom obvykle ptedchazi kultiva-
ce a izolace bakterii, pfipadné i dalsi kroky, v disledku ¢ehoz miize cely proces trvat az nékolik
dni. Vystupy téchto metod navic nejsou ve vétdiné piipadii jednoznagné, tak¥e muZe dojit
k faleSne pozitivni/negativni identifikaci. Diky tomu jsou i tyto metody nevhodné pro pouziti
v bézném pivovarském provozu.

Vzhledem k vySe popsanym nevyhodam se pro identifikaci bakterii rodu Pectinatus v pivu
a/nebo v pivovarském provozu a/nebo zafizeni v soucasné dobé pouziva tzv. ~forcing test. P¥i
tomto testu se odebrany vzorek inokuluje do piva obohaceného o latky podporujici rist bakterii
rodu Pectinatus, a uzaviené lahve se inkubuji pfi teplot¢ 28 az 30 °C. Pfitom se po dobu | az
6 tydnii od inokulace sleduje tvorba zakalu, ktera je priivodnim jevem piitomnosti bakterii rodu
Pectinarus. Nevyhody tohoto postupu jsou nasnadé. Patii k nim zejména dlouha doba potiebna
pro kultivaci a identifikaci, pracnost tohoto postupu, kdy je nutné jednotlivé obohacujici slozky
piidavat do piva sterilné, a vzhledem k velikosti pivnich lahvi také zvysené naroky na objem
biologickych inkubatorii.
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7 ¢lanku Lee SY. SMMP — a medium for selective isolation of Megasphaera and Pectinatus
from the bewery. J. Am. Soc. Brew. Chem. 1994, 52(3), 115 az 119 je dale znamo sloZeni speci-
fické kultivatni pady umoziiujici kultivaci a naslednou detekei bakterii rodu Megasphaera and
Pectinatus. Nevyhodou této kultivaéni pudy je, ze diky jejimu chemickému slozeni je mozné ji
pouZit pouze pro detekei téchto bakterii ve vzorcich piva a nikoliv napf. ve stérech provedenych
na pivovarském provozu a/nebo zafizeni. Daldi nevyhodou je, Ze trva pomémé diouhou dobu -
nejméné 2 az 3 dny od zaotkovani, nez dojde k takové kultivaci téchto bakterii, ktera umoziiuje
jejich identifikaci. Diky tomu se tato kultivadni plda nehodi pro praktické vyuziti v pivovarském
provozu.

Cilem vynalezu tak je navrhnout kultiva&ni piidu pro kultivaci a naslednou identifikaci bakterii
rodu Pectinatus, ktera by byla pouzitelna v b&zném pivovarském provozu bez nutnosti pofizovani
specialniho laboratorniho vybaveni, a jejiz vyuziti by maximalng zkratilo dobu potfebnou pro
identifikaci téchto bakterii. Vyuziti této kultiva¢ni pidy by soucasné nemélo byt omezeno pouze
na identifikaci bakterii rodu Pectinatus v kontaminovaném pivuy, ale mélo by umoZnit jejich
identifikaci i ve stérech odebranych v pivovarském provozu a/nebo z pivovarského zafizeni.

Podstata vvnalezu

Cile vynalezu je dosazeno kultivaéni pidou pro kultivaci a identifikaci bakterii rodu Pectinatus,
zejména ve stérech provedenych v pivovarském provozu a/nebo na pivovarském zafizeni, ktera
obsahuje kvasniény extrakt v koncentraci 2 a% 15 g/l, pepton v koncentraci 2 az 15 g/l, latku ze
skupiny glukéza, fruktdza, kyselina miééna v koncentraci 1 az 25 g/l, alespofi jednu latku snizuji-
¢i redoxpotencial v koncentraci 0,25 az 1 g/l, nebo smés latek snizujicich redoxpotencial v kon-
centraci 0,25 az 3 g/l, pfi¢emZ koncentrace 2adné z nich nepfesahuje 1 g/l, a pufrujici slozku
v koncentraci | az 3 g/l, jejiz podstata spoéiva v tom, Ze dale obsahuje masovy extrakt v kon-
centraci 2 az 15 g/l, zdroj siry a biogennich kovi tvofeny smési MgSO,7H,0 a MnSQ44H,0
v celkové koncentraci 0,025 az 0,25 g/l, nebo smési FeSO,7H;O a ZnSO, TH,0 v celkové
koncentraci 0,005 az 0,02 g/l, a izo—o—kyseliny a/nebo jejich redukované hydrogenované deriva-
ty v koncentraci 10 aZ 80 mg/l. Toto sloZeni kultivaéni pidy umoZiiuje kultivaci a naslednou
identifikaci bakterti rodu Pectinatus i ve vzorcich, které neobsahuji izomerované chmelové
kyseliny, tedy napiiklad ve stérech provedenych v pivovarském provozu nebo na pivovarském
zafizeni, apod. Izo—a—kyseliny ptitom svou piftomnosti stimuluji kultivaci bakterii rodu Pecti-
natus a soudasné ipiné nebo alespo ¢aste¢né inhibuji kultivaci konkuren¢nich mikroorganizmd.
Bakterie rodu Pectinatus pak lze sledovat a identifikovat jiZz po 24 hodinach od zaotkovani, a to
pouze pii pouZiti bézného mikroskopu.

Nejvhodnéjsi koncentrace izo—o—kyselin a/nebo jejich redukovanych hydrogenovanych derivati
pfitom byla b&hem experimentil stanovena na 50 mg/l.

P¥i pouziti kultivaéni pidy podle vynalezu jako odbérové nebo transportni obsahuje tato kulti-
vaéni pida dale 0,05 az 0,3 % hmotnostnich agaru, kiery omezuje jeji okysli¢ovani béhem mani-
pulace a transportu.

Jako redukované hydrogenované derivaty izo-a—kyselin obsahuje kultivagni plda podle vynale-
zu tetrahydroizo—o—kyseliny a/nebo dihydroizo—a—kyseliny a/nebo hexahydroizo-a—kyseliny.

Aby bylo pti pouziti kultivaéni piidy podle vynalezu dosazeno co nejlepsich vysledki, je dale
vyhodném pokud je v kombinaci s ni soutasné pouzit zplisob odbéru stéri odb&rovymi ty¢inkami
s odbérovou &asti podle vynalezu. Jeho podstata piitom spoéiva v tom, Ze pfed provedenim stéru
je odbérova &ast odbérové tyéinky namodena v roztoku sterilované destilované vody s pridavkem
latky sniZujici redoxpotencial v koncentraci 0,25 az 3 g/l, a odebrany stér se umisti do kultivaéni
pudy podle vynalezu.
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Jako latku sniZzujici redoxpotencial pfitom lze pouzit cystein hydrochlorid, thioglykolat sodny
nebo kyselinu askorbovou v koncentraci 0,25 az | g/l, pfipadné smé&s alespoit dvou téchto latek,
pri¢emz koncentrace zadné z nich nepfesahuje hodnotu 1 g/l.

Ptehled obrazki na vvkresech

Vykres ukazuje na obr. 1 snimek kultivaéni pidy 24 hodin po zaogkovani stéru obsahujiciho mj.
bakterie rodu Pectingrus provedeného z pivovarského zafizeni, a na obr. 2 snimek kultiva&ni
plidy podle vynalezu 24 hodin po zacckovani stejného stéru z pivovarského zaiizeni.

Priklady provedeni vynalezu

Kultivaéni pida podle vyndlezu svym slozenim stimuluje kultivaci anaerobnich bakterii rodu
Pectinatus a soucasné inhibuje kultivaci konkurenénich mikroorganizmu. Pfi sou¢asném zaocko-
véani bakterii rodu Pectinatus a bakterii mlééného kvaseni (k Cemuz v praxi béiné dochazi), tak
Ize jiz po 24 hodinach sledovat prostfednictvim bé&Zného mikroskopu typické protahlé buiky
bakterii rodu Pectinatus s charakteristickym hadovitym pohybem, a podle téchto projevi je bez-
pecné identifikovat. Bakterie mlééného kvaleni jsou pfitom sloZenim kultivaini pidy podle
vynalezu zcela nebo alespoii &asteéné inhibovany, takze kultivaci ani identifikaci bakterii rodu
Pectinatus nijak nebrani. Kultivaéni piida podle vynalezu je pfitom dle potieby pouzitelna jako
odbérova, transportni i jako diagnosticka. Jeji sloZeni je obecné uvedeno v Tabulce t; jeji pH se
pfitom pohybuje v rozmezi 5,5 aZz 5,9.

Tabulka 1

Slozka kultivaéni pidy podle vynalezu

Zdroj uhliku, dusiku, aminokyselin a vitamint

Zdroj siry a biogennich kovu MRS

Pufrujici siozka

SloZka snizujici redoxpotencial

ol Q] o T o

Izo-a-kyseliny a/nebo jejich derivaty

Kultiva¢ni ptda podle vynalezu mize byt snadno a levné pfipravena smichanim jednotlivych
slozek a az e uvedenych v Tabulce | v pozadovaném poméru. Aviak vzhledem k tomu, Ze sloZky
a, b a ¢ jsou jiz ve vhodné koncentraci obsaZené ve stavajici a komeréné dostupné neselektivni
kultivaéni pidé typu MRS, je alespoti v nékterych pripadech vyhodnéjsi, kdyz se tato neselektiv-
ni kultivaéni pida pouzije jako ziklad kultivaéni pady podle vyndlezu, ke kterému se pouze
dodaji zbyvajici slozky 4 a e. Neselektivni kultivaéni pida typu MRS sice kromé sloZzek @, b a ¢
obsahuje také dal$i slozky, jako napf. povrchové aktivai latku — polyoxyethylen (20) sorbitan
monooleat (oznacovany komeréné jako Tween 80 nebo Polysorbate 80) v koncentraci 1 /I, a
selektivni slozky slouzici zarovei jako zdroj energie pro nékteré mikroorganizmy — smés citratu
amonného v koncentraci 2 g/l a CH;COONa v koncentraci 5 g/l, aviak jejich piitomnost nijak
neovliviiuje pozadovany Uéinek piipravované kultivaéni pidy podle vyndlezu, ani nebrani kulti-
vaci ¢i identifikaci bakterii rodu Pectinatus. Tyto slozky nemusi byt pfi jinych postupech piipra-
vy kultiva¢ni pidy podle vynalezu pouZity ani nahrazeny jinymi latkami se stejnou nebo podob-
nou funkei.
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Slozka a — zdroj uhliku, dusiku, aminokyselin a vitamind, je tvofena bud’ jednou vhodnou latkou,
nebo &astéji smési dvou & vice riznych latek. V pfipadé pouZiti neselektivni kultivatni plGdy
typu MRS jako zakladu kultivaini pidy podle vynalezu se jedna o smés peptonu v koncentraci
10 g/I, masového extraktu v koncentraci 10 g/l, kvasni¢ného extraktu v koncentraci 5 g/l a gluké-
zy v koncentraci 20 g/l. Pokud je viak kultivaéni pida podle vynalezu pfipravovana smichanim
jednotlivych slozek, Ize pouzit peptony, masové extrakty a kvasni¢né extrakty v libovolné kon-
centraci v rozmezi 2 az 15 g/, pfipadné jiné latky se stejnou nebo podobnou funkci, pficemz
napt. pepton miize byt plnohodnotné nahrazen tryptonem, enzymatickym hydrolyzitem kaseinu,
apod. Glukéza pfitom mize byt pouzita v libovolné koncentraci 1 az 25 g/l, pfipadné miiZe byt
nahrazena fruktézou, kyselinou mléénou apod., atd.

Slozka b — zdroj siry a biogennich kovil, je tvofena bud’ jednou vhodnou latkou, nebo castéji
smési dvou, piipadné i vice riiznych latek. V pFipadé pouziti neselektivni kultivaéni piidy typu
MRS se jedna o smés MgSO,-7H>O v koncentraci 0,2 g/l a MgSO44H,0 v koncentraci 0,05 g/l.
Pokud je kultivaéni pida podle vyndlezu pfipravovana smichanim jednotlivych slozek, lze pouzit
stejné latky v koncentraci v rozmez{ 0,025 az 0,25 g/l, pfipadné jiné latky se stejnou nebo podob-
nou funkci, napt. FeSO,7H;0 a ZnSO47H,0 v koncentraci v rozmezi 0,005 az 0,02 g/l apod.,
nebo smés dvou &i vice vhodnych latek.

Slozka ¢ — pufrujici slozZka, je obvykle tvofena jednou latkou. V pfipadé pouZiti neselektivni kui-
tivaéni pady typu MRS se jedna o K;HPO, v koncentraci 2 g/l. Pokud je vak kultivacni pida
podle vynalezu piipravovana smichanim jednotlivych slozek, lze pouzit K;HPO, v koncentraci
vrozmezi 1 az 3 g/l, piipadné jinou latku se stejnou nebo podobnou funkci, napi. Na,HPO,,
apod., nebo smés dvou &i vice vhodnych latek.

Slozka d — sloZka sniZujici redoxpotencial, svou pfitomnosti v kultivatni pGdé podle vynalezu
sniZuje jeji redoxpotencial, a tim umoZiiuje kultivaci striktné anaerobnich mikroorganismu, jako
jsou bakterie rodu Pectinatus. Jedna se pfitom bud’ o jednu latku, nejéastéji cystein hydrochlorid,
kyselinu askorbovou nebo thioglykoléat sodny, jejiz koncentrace v kultivatni pidé podle vynalezu
se pohybuje v rozmezi 0,25 az 1 g/l, ptipadn& o smés t&chto latek, jejiz koncentrace v kultivacni
piidé podie vynalezu se pohybuje od 0,25 g/1 do 3 g/l, pfi¢emZ koncentrace zadné z latek nepfe-
sahuje hodnotu | g/l. Kromé uvedenych latek lze v daliich variantach k tomuto d€elu pouzit take
jin¢ latky se stejnymi nebo podobnymi a¢inky, pfipadné smés takovych latek.

Slozka e — izo-o—kyseliny a/nebo jejich derivaty, svou ptitomnosti dale stimuluje kultivaci bak-
terii rodu Pectinatus a soudasné plné nebo &asteéné inhibuje kuitivaci konkurenénich mikroor-
ganizmi. Do této skupiny patfi izo—a—kyseliny (jedna se o smés izomeril trans— a cis—) a jejich
redukované hydrogenované derivaty, piipadng jejich smési. Jako nejvyhodnéjdi se jevi pouziti
tetrahydroizo—o—kyselin, aviak kromé nich Ize se stejnymi vysledky pouZit take dihydroizo—o—
kyseliny, nebo hexahydroizo—a—kyseliny, smési t&chto redukovanych dehydrogenovanych deri-
vati izo—o—kyselin, nebo libovolné smési izo—o—kyselin a jejich redukovanych hydrogenova-
nych derivatii. Koncentrace této slozky v kultivagni pidé podle vynalezu se pohybuje v rozmezi
10 az 80 mg/l, pii¢emz s vyhodou dosahuje 50 mg/1.

Dalgi slozkou kultivaéni pidy podle vynalezu, kterd je viak vyuZita pouze v nékterych jejich
variantach, je agar. Jeho pfitomnost v kultivaéni pidé podle vynalezu omezuje jeji prokyslicovani
b&hem manipulace &i transportu, a tim se podili na vytvofeni podminek vhodnych pro existenci
anaerobnich mikroorganizm@. Kultivaéni pida podle vynalezu, kterd je uréena vyhradné pro
piimé pouZiti v laboratofi viak nemusi agar viibec obsahovat.

K ovéfeni u&innosti kultivaéni pidy podle vynalezu byla provedena fada srovndvacich experi-
mentti, pii kterych byla pouzita neselektivni kultivacni pada typu MRS a nékolik variant kulti-
vaéni pidy podle vynilezu vytvofenych kombinaci neselektivni kultivaéni pidy typu MRS a
slozek d a e v riznych koncentracich. Konkrétni sloZeni testovanych kultivaénich pid je uvedeno
v tabulce 2.
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Ptiklad 1

Slozky kultivaéni piidy ve variantach A aZ F dle Tabulky 2 byly rozmichany v 1000 ml destilo-
vané vody a vysledny roziok byl po 10 ml roziit do bakteriologickych zkumavek, které byly
nasledné sterilizovany v autoklavu pfi teplot¢ 121 °C po dobu 15 minut. Po vychladnuti bylo do
viech variant Kultivacni pidy v bakteriologickych zkumavkach zaockovano 0,1 ml husté suspen-
ze tii sbirkovych kment bakterii rodu Pectinatus, konkrétné Pectinatus frisingensis DSM 20465,
Pectinatus frisingensis CCM 6217 a Pectinatus sp. RIBM 2-86. Po 24 hodinach inkubace pfi
teploté 28 °C byla vyhodnocena tvorba zakalu a sedimentu, a provedena mikroskopie kazd¢ vari-
anty kultiva¢ni plidy A az F.

U kultivaéni pidy ve varianté A (MRS) nebyl pozorovan zidny zakal. Pfi mikroskopii byla jen
nahodné sledovana pritomnost velmi malého poctu bakterii rodu Pectinatus.

U kultivaéni pidy ve varianté B byl pozorovan silny zikal, ktery je privodnim jevem pfitomnosti
bakterii rodu Pectinatus. Pii mikroskopii byla potvrzena dobra kultivace téchto bakterii, ktere
byly bez daldiho snadno a bezpecné identifikovatelné na zakiadé svého typického hadovit¢ho
tvaru a pohybu.

U kultivagni pidy ve variantich C a2 F byl také pozorovan silny zakal. Mikroskopie potvrdila
velmi dobrou kultivaci bakterii rodu Pectinatus, které byly snadno a bezpe€ng identifikovatelné
na zikladé svého typického hadovitého varu a pohybu.

Nasledn& byl sledovan vliv rizné koncentrace slozek d a e v kultivaéni pidé podle vynalezu na

kultivaci nejbéznéjsich kmeni bakterii mlé&ného kvaseni.

Priklad 2

Varianty kultivatni pidy A az F byly pfipraveny stejnym zpaisobem jako v pfikladu 1. Do viech
variant kultivaéni pidy bylo zaotkovano 0,1 ml husté suspenze 25 sbirkovych kment nejbéznéj-
sich bakterii miééného kvaseni. V daném pFipadé se jednalo o kmeny bakterii rodu Lectobacillus
ze sbirky VUPS. Po 24 hodindch inkubace pii teploté 28 °C byla vyhodnocena tvorba zakalu a
sedimentu, a provedena mikroskopie kazdé varianty kultivacni pidy A az F.

U kultivagni pidy ve varianté A (MRS) byl pozorovan silny zikal, kiery je privodnim jevem
pritomnosti bakterii mlééného kvaSeni. Pfi mikroskopii pak byla potvrzena velmi dobra kultivace
viech kmen1 bakterii miééného kva3ent.

U kultiva¢ni pidy ve variantd B byl také pozorovan silny zakal. P¥i mikroskopii byla potvrzena
dobra kultivace viech kmeni bakterii mlé&éného kvaseni.

U kultivagni pidy ve varianté C byl pozorovan silny zakal v 19 zkumavkach. Pfi mikroskopii pak
byla potvrzena kultivace 19 kmeni bakterii miééného kvaseni. Ve srovnani s kultivalni pudou ve
varianté A a B bylo tedy slozenim kultiva¢ni pidy podle vynalezu inhibovano 6 kmeni bakterii
mlééného kvaseni.

U kultivagni piidy ve varianté D byl pozorovan silny zékal v 10 zkumavkach. Pfi mikroskopii pak
byla potvrzena kultivace pouze 10 kmenii bakterii mlé&ného kvadeni. Ve srovnani s kultivaénimi
pidami ve varianté A a B bylo tedy slozenim kultivadni pudy podle vynalezu inhibovano
|5 kmen bakterii mlééného kvaseni.
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U kultiva¢ni pady ve varianté E a F nebyl pozorovan zadny zakal. P¥i mikroskopii nebyla potvr-
zena kultivace zadného ze zaotkovanych kmend bakterii mlééného kvageni. Viech 25 kmeni
bakterii mlééného kvaseni tedy bylo sloZzenim kultiva&ni pidy podle vynalezu inhibovano.

Dale byl sledovan vliv rizné koncentrace slozek d a e v kultivaéni ptidé podte vynalezu na para-
lelni kultivaci bakterii rodu Pectinatus a bakterii mlé&ného kvaseni, a na moZnosti identifikace
bakterii rodu Pectinatus pfi mikroskopii.

Pfiklad 3

Varianty kultivaéni pidy A az F byly pfipraveny stejnym zpiisobem jako v pFikladu 1. Do viech
variant kultivaéni pidy bylo zaockovano 0,1 mi husté suspenze bakterii rodu Pectinatus sp.
RIBM 2-86 dle pfikladu i, a soudasné 0,1 ml husté suspenze 25 sbirkovych kmend bakterii
mléiného kvadeni uvedenych v pfikladu 2. Po 24 hodindch inkubace pti teplote 28 °C byla
vyhodnocena tvorba zakalu a sedimentu, a provedena mikroskopie kazdé varianty kultivaéni
pudy A az F.

U kultivaéni piidy ve variant¢ A (MRS) byl pozorovan silny zékal. Pfi mikroskopii pak byla
potvrzena velmi dobra kultivace viech kmenh bakterii mlééného kvaseni. Bakterie rodu Pecti-
natus nebyly viibec pozorovany.

U kultivacni pidy ve varianté B byl pozorovan silny zakal. Pfi mikroskopit byla potvrzena dobra
kultivace viech kmenl bakterii mlééného kvaSeni, pficemz nahodné bylo mozné sledovat také
bakterie rodu Pectinatus.

U kultivagni pidy ve varianté C az F byl také pozorovan silny zakal. Pfi mikroskopii byly zcela
zietelné pozorovany typické buiiky s hadovitym tvarem i pohybem, coZ jsou charakteristické
znaky bakterii rodu Pectinatus, na zakladé¢ nichZ lze tyto bakterie zcela bezpe¢né identifikovat. U
kultivagni plidy variant C a D sice do3lo sougasné i ke kultivaci nékterych kmenii bakterii mléé-
ného kvaseni, ale jejich pfitomnost nebranila bezpeéné identifikaci bakterii rodu Pectinarus. U
variant E a F jiz bakterie rodu Pectinatus ve vzorku zcela prevladaly.

V dal3ich experimentech byly pouzivany pouze varianty kultivaéni pidy podle vynéalezu C a2 F,
piitemzZ byla testovana moznost jejich pouZiti pro kultivaci a identifikaci bakterii rodu Pectinatus
pfimo ve vzorku zkaZeného piva.

Ptiklad 4

Kultivaéni piida podle vynalezu ve variantach C a3 F byla ptipravena a sterilizovana stejné jako
v pfikladu 1. Vzhledem k tomu, Ze kultivace a nasledna identifikace bakterii rodu Pectinatus
probihala v laboratofi, neobsahovala kultivaéni piida podle vyndlezu v Zadné z variant agar.

Ode dna nadoby s pivem infikovanym bakteriemi rodu Pectinatus a dal$imi mikroorganismy bylo
odebrano 0,1 ml piva a pipetovano do kazdé ze zkumavek s 10 ml pfislusné varianty kultivaéni
pidy. Po 24 hodinach kultivace pfi teploté 28 az 30 °C byla provedena mikroskopie, pfi které
byty bakterie rodu Pectinatus bezpe¢né identifikovany na zékladé pfitomnosti bungk s typickym
hadovitym tvarem a pohybem ve viech variantach kultivacni pidy podle vynalezu. Tim byla
potvrzena moznost vyuZiti kultivaéni pady podle vynilezu ke kultivaci a nasledné identifikaci
bakterii rodu Pectinatus ptimo v kontaminovaném pivu.

U variant C aZ F kultivaéni pady podle vyndlezu a u varianty kultiva¢ni pidy B byla déle testo-
vana moznost kultivace a nasledné identifikace bakterii rodu Pectinatus ve stérech provedenych
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pfimo v pivovarském zafizeni, ve kterém byla existence bakterii rodu Pectinatus piedem potvr-
zena metodami znamymi ze stavu techniky.

Piiklad 5

Kultivadni piida podle vyndlezu ve variantach C aZ F a kultivagni pida ve varianté B, byly pfi-
praveny a sterilizovdny stejné jako v prikladu 1. Stéry proveden¢ v pivovarském prostfedi byly
po odbéru zaockovany do viech variant kuitiva¢ni piidy a transportovany do laboratore. Po 24
hodinéch kultivace pfi teploté 28 az 30 °C byla provedena mikroskopie.

V kultivadni piidé ve varianté B byly pfitomny riizné mikroorganismy typické pro pivovarske
prostfedi, zejména kvasinky a dal3i bakterie kulového nebo protahlého tvaru. Neékteré z pohybli-
vych baktetii protahlého tvaru pfitom bylo moZno povazovat z bakterie rodu Pectinatus, ale
jejich identifikace nebyla dostatedné spolehliva, nebot’ tyto bakterie nevykazovaly typicky hado-
vity pohyb.

Na obr. 1 je pro nazornost uvedena fotografie z mikroskopu pti 630 ndsobném zvétieni.

V kultivaéni pidé podle vynalezu ve variantach C aZ F viak jiz jasné pfevazovaly typickée bakte-
rie s hadovitym tvarem a pohybem, které bylo moiné zcela bezpetné identifikovat jako bakterie
rodu Pectinatus. Vétsina ostatnich mikroorganizmid pfitom byla inhibovina, nebo svou pfitom-
nosti nebréanila identifikaci.

Na obr. 2 je pro nazornost uvedena fotografie z mikroskopu pti 630 nisobném zvétSeni ziskana
pti mikroskopii kultivagni pady podle vynalezu ve varianté F.

Z provedenych experimenti vyplyva, Ze kultivaéni pida podle vynalezu, kterd obsahuje zakladni
slozky jako zdroj uhliku, zdroj dusiku, zdroj aminokyselin, zdroj vitamini, zdroj siry, zdroj bio-
gennich kovii a pufrujici slozku doplnéné o malé mnoZstvi specifickych slozek, jako latky sniZu-
jici redoxpotencidl (v daném pfipadé smés 0,25 g cystein hydrochloridu a 0,25 g thioglykolatu
sodného) a redukovaného dehydrogenovaného derivatu izo—o—kyselin (v daném pfipadé 10 mg
tetrahydroizo—o—kyselin), je vyuzitelna pro identifikaci bakterii rodu Pectinatus jak pii pfimém
zaotkovani Cisté Kultury téchto bakterii, tak i pfi zaofkovani kuitury obsahujici smés raznych
rodi bakterii ziskanych ze zkaZeného piva nebo ze stéri provedenych v pivovarském prostiedi
a/nebo na pivovarském zatizeni. Identifikace bakterii rodu Pectinatus pti pouZiti kultivaéni pldy
podle vynalezu pfitom mize probihat jiz po pouhych 24 hodinach od zaockovani, takZe je néko-
likanasobné rychlej§i nez dosud pouzivané techniky. Tento postup navic nevyZzaduje pofizeni
specidlniho laboratorniho zatizeni, nebot bakterie rodu Pectinatus lze spolehlivé identifikovat pfi
mikroskopii kultivagni pidy podle vynilezu béznym optickym mikroskopem.

V dal3ich variantaich mize kultivaéni piida podle vynalezu obsahovat dalsi pomocné slozky, ktere
viak nejsou pro jeji funkci podstatné. Jedna se napt. o zdroje soli, jako napf. NaCl, KCl, apod.
v koncentraci | aZ 3 g/l acidobazické indikatory, jako napf. chlorfenolova Cerven v koncentraci
0,05 az 0,1 g/l, oxidaénd-redukéni indikdtory, jako napf. methylenova modf, resazurin, apod.
v koncentraci 0,001 az 0,003 g/l, atd.

Pro dosaZeni co nejlepsich vysledki pfi identifikaci bakterii rodu Pectinatus je dale vyhodné,
pokud se stéry provadéné v pivovarském provozu a/nebo zafizeni, pfipadné i jinde, provadi odbé-
rovymi ty¢inkami, jejichz odbérova ast se pfed provedenim stéru navlh&i ve sterilni destilované
vodé s ptidavkem latky snizujici redoxpotencial v koncentraci v rozmezi 0,25 az 1 g/\, pfipadné
smési nékolika stopovych latek v koncentraci 0,25 az 3 g/l, pficemz koncentrace zadné z téchto
latek nepfesahuje hodnotu 1 g/l. Latkou sniZujici redoxpotencidl je pfitom s vyhodou cystein
hydrochlorid, aviak pouzitelné jsou i jiné latky se stejnym iinkem, napiiklad thioglykolat sod-
ny, kyselina askorbov4, atd. pfipadné smés takovych latek. Takto odebrany stér se ihned po ode-
brani umisti do kultivagni plidy podle vynalezu.
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PATENTOVE NAROKY

1. Kultivaéni piida pro kultivaci a identifikaci bakterii rodu Pectinatus, zejména ve stérech
provedenych v pivovarském provoze a/nebo na pivovarském zafizeni, ktera obsahuje kvasniny
extrakt v koncentract 2 az 15 g/, pepton v koncentraci 2 az 15 g/l, latku ze skupiny glukéza,
fruktoza, kyselina mlé&na v koncentraci 1 az 25 g/l, alespon jednu latku sniZujici redoxpotencial
v koncentraci 0,25 az | g/l, nebo smés latek snizujicich redoxpotencial v koncentraci 0,25 az
3 g/l, pficemZ koncentrace zadné z nich nepfesahuje 1 g/l, a pufrujici slozku v koncentraci 1 az
3g/l. vyznadujici se tim, Ze dile obsahuje masovy extrakt v koncentraci 2 az 15 g/l
zdroj siry a biogennich kovii tvofeny smési MgSO, 7H,0 a MnSO,-4H,0 v celkové koncentraci
0,025 az 0,25 g/l nebo smési FeSO, TH,O a ZnSO4-7H,O v celkové koncentraci 0,005 az 0,02 g/l,
a izo—a-Kyseliny a/nebo jejich redukované hydrogenované derivaty v koncentraci 10 az 80 mg/I.

2. KultivaZni pada podle naroku |, vyznaéujici se tim, Ze obsahuje izo-a—kyseliny
a/nebo jejich redukované hydrogenované derivaty v koncentraci 50 mg/l.

3. Kaultivaéni piida podle naroku | nebo 2, vyzmadujiei se tim, ze dale obsahuje
0.05 az 0.3 % hmotnostnich agaru.

4. Kultivagni piida podle libovolného z narokit 1 a23, vyznadujici se tim, zejako
redukované hydrogenované derivéty izo—a—kyselin obsahuje tetrahydroizo—a—kyseliny.

5. Kaultiva¢ni pida podle libovolného z narokii 1 az4, vyzna&ujici se tim, zejako
redukované hydrogenované derivaty izo—o—kyselin obsahuje dihydroizo—o—kyseliny.

6.  Kuitiva¢ni pida podle libovolného z narokit | a2 5, vyzna€ujici se tim, Zejako
redukované hydrogenované derivaty izo—a~kyselin obsahuje hexahydroizo—a—kyseliny.

7. Zpisob odbéru stéri odbérovymi tyéinkami s odb&rovou &asti, vyzmalujici se
tim, Ze pfed provedenim stéru je odb&rova ¢ast odbérové tydinky namodena v roztoku sterilo-
vané destitované vody s ptidavkem latky snizujici redoxpotencial v koncentraci 0,25 az 3 g/l, a
po provedeni st€ru se odebrany stér umisti do kultivadni pidy podle libovolného z naroki | az 6.

8. Zpisob podle naroku 7, vyznaujici se tim, Ze slozkou snizujici redoxpotencial
Je latka ze skupiny cystein hydrochlorid, thioglykolat sodny, kyselina askorbova v koncentraci

0.25 az 1 g/, nebo smés alespoii dvou téchto latek, pFi¢emz koncentrace 7adné z nich nepfesahuje
hodnotu 1 g/1.

2 vykresy
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