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Vliv frekvence pénovani v riiznych ro¢nich obdobich na
vznik mikrobialnich biofilmii na staceci lince pivovaru

Souhrn

Tato diplomova prace byla realizovana in situ ve velkoobjemovém pivovarském
provoze. Zamétena byla predevSim na hygienu plnéni, kterd je z hlediska sekundarni
kontaminace findlniho produktu nejrizikovéjsi. Hlavnim pfedmétem prace byla optimalizace
pé€novani vzhledem k vnéj$im podminkdm na stacirné a k trovni kontaminace plniciho
monobloku se zaméfenim na pivo kazici bakterie. Tyto bakterie jsou béZnou soucasti biofilmu
plnige, ktery bezprostiedné ohrozuje kvalitu vysledného produktu. Uroven kontaminace byla
stanovena kultivaén¢ pomoci NBB-B-am (Dohler) média. Jedna se o tekuté médium urcené
pro kvalitativni stanoveni indikatorovych mikroorganismi biofilmu v pivovarech. Vzorky
byly ziskany stérem z povrchu riiznych ¢asti vyrobniho zafizeni. Sada 20 vzorki + 1 slepy
vzorek byla odebirana z lahvového plniciho zatfizeni s ¢etnosti 1x tydné tésné pred pénovanim
linky. Vysledky ukazaly, Ze uroven kontaminace, ktera je bezpecna (< 20 %) se vyskytovala
v 43 % vSech pfipadi. Nad meznim limitem (20-30 %) se vyskytovalo 41 % ptipadi.
Pouze 6 ptipadl bylo nad hornim meznim limitem a z toho 5 ptipadl bylo v letnich mésicich.
Nejrizikovej$i ¢asti v prubéhu plnéni byla zaviracka.

Pomoci doplikové analyzy RT-PCR lze dobfe odhadnout uroven kontaminace,
protoze dokaze odhalit i druhy gramnegativnich striktn€ anaerobnich pivo kazicich bakterii,
jako je Pectinatus spp. a Megasphaera spp., které jsou bézné kultivacné prakticky
nestanovitelné. V celkovych 16 analyzovanych vzorcich byl rod Pectinatus nalezen v 25 %
a Megasphaera v 6,3 %, coz vypovida o pokrocilejsi fazi biofilmu a tim i o hor$i hygien¢
plnéni. V pribéhu prace nebyl v pivovaru zaznamenam jediny piipad reklamace na zkazené
lahvové pivo. Z vyse zminénych vysledkt vyplyva, ze uroven hygieny plnéni je v pivovaru
nastavena dobfe. Na ciSténi a monitoring by mél byt kladen diraz predevSim v letnich
mésicich, kdy teplota v hale dosahuje dlouhodobé optimalni teploty rtstu pivo kazicich
bakterii. Vztah mezi vnéjSimi podminkami (teplota, vlhkost, rosny bod, frekvence
pénovani...) a Grovni kontaminace nebyl prokazan, protoze na tyto hodnoty maji vliv
dynamicky se ménici neptfedvidatelné vlivy ve staceci hale. Z téchto hodnot tedy nelze
ptedpovidat vyvoj urovné kontaminace.

Kli¢ova slova: Pivo kazici bakterie; biofilm; pivovar; pivo; anaerobni bakterie;

hygiena provozu; Lactobacillus; Pectinatus; Megasphera



Effect of foaming at different seasons on microbial

biofilm formation on brewery bottling line

Summary

This diploma thesis was realized in situ in a large-volume brewery. It focuses mainly
on filling hygiene, which is the riskiest in terms of secondary contamination of the final
product. The main subject of the research was the optimization of foaming with respect
to the external conditions at the bottling plant and the level of contamination of the filling
monoblock with a focus on beer spoilage bacteria. These bacteria are a common part of the
filler biofilm, which directly threatens the quality of the final product. The level
of contamination was determined by culturing with NBB-B-am (Déhler) medium. It is a liquid
medium intended for qualitative determination of indicator microorganisms of biofilm
in breweries. Samples were obtained by swabbing from the surface of various parts
of the production equipment. A set of 20 samples + 1 blank was taken from the bottle filling
machine at a frequency of once a week just before foaming the line. The results showed that
the level of contamination which is safe (< 20%) occurred in 43 % of all cases, the level
of contamination above the limit (20-30%) occured in 41 % of cases. Only 6 cases were above
the upper limit, of which 5 cases were in the summer months. The riskiest part during filling
was the closing machine. Additional levels of contamination can be well estimated using RT—
PCR analysis because it can also detect species of gram-negative strictly anaerobic beer
spoilage bacteria such as Pectinatus spp. and Megasphaera spp., which are practically
undeterminable by culture. In the total of 16 analyzed samples, the genus Pectinatus was
found in 25 % and Megasphaera in 6.3 %, which indicates a more advanced phase of the
biofilm and thus poorer hygiene of the filling. During the research, not a single case of a
complaint about spoiled bottled beer was recorded in the brewery. The above-mentioned
results show that the level of filling hygiene is well set in the brewery. Emphasis should be
placed on cleaning and monitoring, especially in the summer months when the temperature in
the hall has reached the optimum growth temperature of beer spoilage bacteria. The
relationship between external conditions (temperature, humidity, dew point, foaming
frequency...) and the level of contamination has not been demonstrated, as these values are
affected by dynamically changing unpredictable effects in the bottling hall. Therefore, the
development of the level of contamination cannot be predicted from these values.

Keywords: Beer spolage bacteria; biofilm; brewery; beer; anaerobic bacteria; hygiene;

Lactobacillus; Pectinatus; Megasphera
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1 Uvod

Pivo je velice oblibenym a rozmanitym alkoholickym napojem po celém svété. V nasi
zemi se vyroba a konzumace piva dokonce staly soucasti kultury. Tradi¢ni vyrobu a oblibenost
této potravinaiské komodity v Ceské republice podtrhuji i statisticka data, kterd uvadi, ze Ceska
republika je na prvnim misté v konzumaci piva na osobu za rok jiz fadu let po sob&. Za rok
2017 se v Ceské republice vypilo neuvéfitelnych 138 1 piva na osobu. Druhé misto v Evropé
patiilo Rakousku se 105 1 a treti bylo Némecko s 101 | (The Brewers of Europe 2018).

Z pohledu mikrobiologa se jedna o médium s mikrobiologickou stabilitou. Existuje
nespocet pivnich stylii a vyrdbénych druht, ale vZzdy se bude jednat o napoj, ktery je typicky
svym slozenim. Je to perliva kapalina s vysokym obsahem oxidu uhli¢it¢ho, mé nizké pH,
obsahuje typické hotké kyseliny a je chuda na vyuzitelné nutrienty. Tyto faktory jsou pro
vétsSinu patogennich mikroorganismt limitni, ale existuji mikroorganismy, které dokézou
V pivu prezit, mnozit se a kazit ho. Nejsou vSak zivot ohrozujici. Jedna se pfevazné o bakterie
s anaerobnim metabolismem, jez jsou tolerantni va¢i hotkym kyselinam, nizkému
pH a alkoholu (Garcia-Garcia et al. 2017). Mikrobialn¢ zkazené pivo z hlediska bezpecnosti
potravin neptedstavuje pro konzumenta zivotu nebezpe¢né riziko. Pro daného velkovyrobce
zkazené pivo rizikem je. StiZznosti od zdkaznika, reklamace, poskozeni znaCky a divéry
ve vyrobce poskozuje cely potravinarsky provoz a piedstavuje tak urcity ekonomicky problém.
Z téchto, a jesté z mnoha dalSich diivodi napf. legislativnich je kladen velky duraz na hygienu
provozu. Klicovou roli v dodrZzovani hygienickych podminek vhodnych pro potravinaisky
provoz hraje monitoring a kontrola hygieny provozu.

V praci se zabyvam kontrolou hygieny plnici linky a snazim se najit vztah mezi
parametry, které ovliviuji vyskyt mikroorganismu kazicich pivo, a tim umoznit a urychlit

kontrolu hygieny lahvové linky pivovaru.



2  Védecka hypotéza a cile prace

Vznik mikrobialnich biofilmi na staceci lince pivovaru je zavisly, mimo jiné, na ro¢nim
obdobi z divodu zmény vnéjSich podminek, jako je frekvence p€novani, teplota a vlhkost
v hale. Monitoring jeho vyskytu ve vztahu k naméfenym hodnotam ve staceci hale béhem roku
umozni optimalizaci rezimu pénovani.

Cilem prace bylo optimalizovat rezim pénovani na staceci lince pivovaru tak, aby byla
zachovana bezpecna provozni hygiena linky, ale zaroven, aby nedochazelo k zbyte¢nému

plytvani chemikaliemi, vodou, energiemi a lidskou pracovni silou.
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3  Literarni reSerse

Pivo je perlivy alkoholicky napoj, ktery je fazen mezi nejstarsi kvasené napoje cilené
vyroben¢ lidmi. Historické udaje uvadi, Zze pochazi jiz z doby 7 000 pi.n.1. Celosvétove je velmi
oblibenym napojem a v Ceské republice navic zaujima uritou ¢ast historie a kultury zemé
(Basatova et al. 2010).

Hornsey (2003) dodava, Ze prvni psany zaznam obsahujici konzumaci piva pochazi
z roku 2800 pi.n.1., avsak dle jeho interpretace nékteré prameny naznacuji, ze pivo se zrodilo
jiz 9000 pt.n.l. v obdobi neolitické revoluce. Historicka obliba a modernizace pivovarnictvi
rychle rostla i diky ¢eskym osobnostem. Ptredevs§im Frantisek Ondiej Poupé (1753-1805),
nazyvan téz velmistr ¢eského pivovarnictvi, se snazil zlepSovat kvalitu piva riznymi metodami
z oboru chemie a fyziky. Byl prvnim sladkem, ktery zacal pouzivat teplomér v riznych fazich
vyroby. Pouzil také tzv. pivni vahu neboli hustomér (Frantik & Soukupova 2004). Historicky
vyznamnym byl i védec profesor Karel Josef Napoleon Balling, ktery se zaslouzil o pouzivani
sacharometru a o vznik attenuacnich zdkonl kvaseni (vypocet prokvaSeni a vzorec pro vypocet
extraktu ptivodni mladiny z obsahu alkoholu a extraktu v pive) (Frantik & Soukupova 2004,
Stewart et al. 2017).

3.1 Vyroba piva

Pojem pivo je definovan ¢eskou vyhlaskou €.248 z roku 2018 o poZadavcich na napoje,
kvasny ocet a drozdi jako napoj, ktery byl vyroben zkvaSenim mladiny pfipravené ze sladu,
vody a chmele (Ministerstvo zeméd¢lstvi 2018). Vyroba je¢ného sladu je proces, jez by bylo
mozné rozepsat na nckolik samostatnych kapitol. Nicméné pro ucely této diplomové prace
by méla stacit informace, ze slad je strukturné¢ pozménéného je¢né zrno, ve kterém probéhly
enzymatické reakce potifebné pro zpfistupnéni extraktivnich latek v pribéhu sladovani

pii maceni, kliceni, suseni a nasledné upravy zrna (Stewart et al. 2017).

3.2 Prijem sladu a vyroba mladiny

Proces vyroby piva zafina v pivovaru piijmem sladu. Jeho kvalita a jakost
je pfezkoumana v provozni laboratofi dle stanovenych internich parametrti a nasledné je slad
uskladnén v silech. Pozadované mnozstvi sladu je rozemleto (rozlusténo) ve Srotovniku.
Pted samotnym Srotovanim je slad veden pies sita, tfasadla, aspiratory, odkaménkovéavac

a magneticky separator pro zajisténi pozadované Cistoty vstupni suroviny. Nasledné je sladovy
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Srot (sypani) smichan ve vystiraci kadi s definovanym mnozstvim varni vody (nalev), ktera ma
nejéastéji mezi 35-38 °C (teplé vystirani — kyselinotvorna teplota). Cast latek jiz piechazi
do extraktu, ale ¢ast stale zustava nerozpusSténa. Z tohoto diivodu se pridava 80 °C horka voda
(zaparka), aby celkova teplota vystirky vzrostla na 50-52 °C. DalSim krokem je rmutovani
dekokénim zplisobem, kdy je 1/3 vystirky pfecerpana do rmutovaciho kotle. Zde se rychlosti
1°C mint min vyhfeje na 62-65 °C (nizsi cukrotvornd teplota) a néasledné se vyhieje
az na 72-74 °C (vyssi cukrotvorna teplota) a pak se povafi. Povafena tictina rmutu se vraci
ke zbytku vystirky do vystiraci kadé, kde se po vyrovnani teplot hodnota ustali na 62-65 °C.
Znovu se z vystirky od¢erpa ur€ité mnozstvi do rmutovaci panve, kde se vyhieje na 72—74 °C
(vyssi cukrotvorna teplota). Povati se a vrati zpét do vystirky, kde po vyrovnani teplot ziistane
75-78 °C (odrmutovaci teplota). Existuje nckolik druhGt a riznych variant vystirani
a rmutovani, zalezi vzdy na odrad¢, kvalité, poméru jednotlivych sladi a na pozadovaném
druhu vysledného produktu (Cejka et al. 2000; Basafova et al. 2010; Kunze 2014).

Dilo je ptevedeno do scezovaci kad¢, kde probiha separace mlata a sladiny.
Kad’ je konstruovana tak, aby se na spodni perforované ¢asti usadily pluchy a zbytky Srotu
(mlato), jez slouzi jako filtraéni vrstva. Po separaci je mlato $Snekovym dopravnikem odvadéno
jako odpadni produkt, ktery je vyuzivan v zem&dé@lstvi jako vysoce cenéné krmivo (Boulton
2013).

Filtrat neboli sladina je ptevedena do mladinové kad¢é a faze vyroby chmelovaru.
V pribéhu varu sladiny schmelem probihd fada dulezitych fyzikalnich, biochemickych
a chemickych reakei, jako napt. odpar vody, inaktivace enzymu, koagulace dusikatych latek,
Maillardovy reakce, extrakce hotkych chmelovych latek, a také dochdzi k usmrceni vSech
mikroorganismi véetné jejich spor. Davkovani chmele a chmelovych vyrobki je uzptisobeno
pozadovanému druhu a charakteru piva. Horka sladina obohacena o chmelové latky se nazyva
mladina. Posledni vyrobni fazi probihajici na varné€ je separace kalli a chlazeni mladiny na

zakvasnou teplotu (Malowicki & Shellhammer 2005).

3.3 KvaSeni

V nadchdzejici fazi je zchlazena mladina zivahym médiem pro plvodce
kvaseni, tedy pivovarské kvasinky. Cilem kvaseni je soustavna metabolizace zkvasitelnych

slozek mladiny na ethanol a oxid uhlicity (Stewart 2015).
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3.3.1 Pivovarské kvasinky

Poprvé byly pivovarské kvasinky pojmenovany jako Zuckerpils neboli cukerna houba
Theodorem Schwannem roku 1837. O rok pozd€ji byly oznafeny némeckym védcem
J.F.Meyenem latinskym ekvivalentem jako Saccharomyces cerevisiae (Barnett 2004).

Zakladatelem propagace cCistych pivovarskych kultur je Emil Christian Hansen,
ktery poprvé izoloval dva kmeny spodné kvasicich kvasinek pouzivanych v pivovaru
Carlsberg, diive ozna¢ovanych jako Saccharomyces carlsbergensis (Priest & Campbell 1996),
dnes nazyvanych Sacharomyces pastorianus. Kvaseni je podle typu sedimentace kvasinek
déleno na spodni a svrchni kvaSeni, které zobrazuje Chyba! Nenalezen zdroj odkazi..
Puvodci spodniho kvaSeni jsou pivovarské kvasinky S. pastorianus a svrchniho kvaseni S.

cerevisiae (Matoulkova & Savel 2007).

SVRCHNI_  SPODNI_
KVASENI KVASENI

kvasnice [ I
na hlading

kvasnice
ve spodnl

Casti tankw

Obrazek 1 Porovnéni svrchniho a spodniho kvaseni
(http://www.pivecka.eu/user/documents/upload/pivovar-pivecka-
Svrchn%C3%AD-kva%C5%A1en%C3%AD.jpg)
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Druh S. pastorianus je ptirozenym hybridem mezi druhy S. cerevisiae and S. eubayanus
(Hebly et al. 2015). Hlavni rozdily mezi kvasinkami svrchniho kvaseni a spodniho kvaseni jsou
uvedeny v Tabulka 1 (Stewart 2015).

Tabulka 1 Rozdily mezi kvasinkami svrchniho a spodniho kvaseni (Stewart 2015)

Svrchni kvaseni Spodni kvaseni
Puvodci: S. cerevisiae S. pastorianus
Optimalni teplota kvaSeni: 18-22 °C 8-15°C
Maximalni teplota rtstu: 37-39 °C 34 °C
Utilizace melibiosy: Ne Ano
Typ piva: Ale Lezak

3.3.2 Kovaseni, filtrace a stabilizace

Provzdu$néna sterilni mladina zchlazena na zakvasnou teplotu je nejcastéji ve velkych
pivovarech inokulovana spodné prokvasejicim kmenem kvasinek v cylindrokonickych tancich
(CKT), kde nasledné probiha hlavni kvaseni. Jedna se piedevSim o utilizaci sacharidi
za anaerobnich podminek (Landaud et al. 2001). Hlavnimi kvasnymi metabolity jsou ethanol

a oxid uhlic¢ity. Pfeména probiha dle rovnice:

CeH1206 = 2 CO2 + 2 CoHs0OH + vedlejsi metabolity + teplo

(Kunze 2014).

K zavéru hlavniho kvaseni vétSina kvasinek flokuluje a sedimentuje na dno CKT tankii,
kde se nasledné tzv. odstieluji (separuji). Dokvasovani a lezeni piva probiha za specificky
fizenych podminek daného druhu piva a pouzitych kvasinek Vv lezackych CKT tancich.
Automatizovana technologie ptesné koriguje napt. teplotu, tlak, ¢as, provzdusnéni a sleduje
prubé¢h zrani (Stewart 2017).

Dle pozadované Cirosti vysledného produktu je nutné pivo po dokvaseni filtrovat pies
rizné druhy porovitych piepazek (Braun et al. 2011). Cilem je odfiltrovat vétSinu koloida
a zbytky kvasinek (Rieger et al. 2005). Po filtraci se kulturni kvasinky pouzité v prub¢hu

vyroby povazuji za nezadouci a jsou klasifikovany jako kontaminace (Pinguli et al. 2018).
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U piv, kterad se zamérn¢ nefiltruji a je zde pozadavek na urcity obsah kvasnic, musi byt
vyrobek oznacen v nazvu slovem ,,nefiltrované®. Pokud vyrobek toto oznaceni nema, vyplyva
ztoho skutecnost, ze pivo filtrované bylo (Ministerstvo zemédélstvi 2018). Zfiltrované
a Vv nekterych piipadech i stabilizované hotové pivo je preCerpano do pretlacnych tanka (PT)
aje pripraveno ke stoCeni. Pivo lze stacet do sklenénych lahvi, plechovek, PET-lahvi,
KEG suda nebo cisteren (Kratochvile 2000).

Poslednim technologickych krokem pfed samotnym plnénim piva do obalt
je mikrobiologicka stabilizace piva. Tradi¢né je vyuZzivana tepelna inaktivace mikroorganismi
pomoci pritokové nebo tunelové pasterace (Buzrul 2007). Moderngjsi technologie, ktera
je stale na vzestupu, je mikrofiltrace se zkiizenym tokem. Jedna se o mechanické odstranéni
mikroorganismtl pfes membranu, U kterého nedochdzi k tepelnému naméhani piva a tim
ani ke zméné jeho organoleptickych vlastnosti (Varga et al. 2019). Piehled jednoduchého

technologického postupu je zndzornén na Chyba! Nenalezen zdroj odkazi..
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3.4 Staceci linka

Plnéni piva do spotiebitelskych obalii probiha ve staceci hale. Dle druhu pouzitych
obali se zde nachazeji vysoce automatizované a specifické stroje pro dany druh

spotiebitelského obalu (Kunze 2014).
3.4.1 Plnéni piva do lahvi

Nejpouzivangj$im a historicky nejstarSim spotiebitelskym obalem je sklenéna lahev.
V evropskych zemich je nejcastéji pouzivana tzv. vratna ldhev, ktera je zalohovana a nasledné
od spotiebitele znovu odebirana. Preference zemi jsou vSak riizné a napt. v USA stéle prevlada
lahev nevratna, pravdépodobné je tento jev zpisoben historickym vyvojem konzumace piva
v dané zemi (Briggs et al. 2004).

Lahvérenskou linku je mozné rozd¢lit na suchou a mokrou ¢ast. V suché ¢asti probiha
depaletizace a vykladka vratnych ¢i novych lahvi. V mokré ¢asti dale probihaji operace jako
myti pfepravek a lahvi, kontrola, pasterace, plnéni, uzavirani a etiketovani (Cejka et al. 2000).
ktery ve vétsiné piipadi byva vybaven i uzaviracim strojem (Basafova et al. 2010; Kunze
2014). Pfedevsim proto, Ze organoleptické vlastnosti piva jsou zavislé na obsahu rozpusténého
kysliku, musi proces plnéni a uzavirani probéhnout v rychlém sledu. Plnéni lahvi probiha
za pretlaku, kdy je do lahve tlakovan oxid uhli¢ity, smésny plyn dusiku a oxidu uhli¢itého
nebo smés vzduchu a oxidu uhli¢itého (Suchy & Chladek 2013).

Nasledné¢ je lahev naplnéna poZzadovanym objemem piva a uvolnéna z plniciho ventilu.
Pted uzavienim je zbytkovy kyslik v hrdle lahve vytlatovan bud’ samovolné smési plynd,
nebo vstiikem vodniho paprsku do hrdla. Dojde K tzv. vypéhovani, kdy péna stoupa hrdlem
az k okraji a v moment¢ dosazeni okraje hrdla dojde k pteteCeni a okamzitému uzavieni lahve

korunkou. Ztrata piva vypénénim by neméla presdhnout 0,1 ml na lahev (Basatova et al. 2010).
3.4.2 Rizika mikrobialni kontaminace

Rizeni rizik mikrobialni kontaminace je nezbytnym piedpokladem pro viechny
provozovatele potravinarského podniku, ktefi chtéji vyrabét kvalitni a zdravotné nezdvadné
potraviny. Navic, pokud by doslo k rozsdhlé kontaminaci a tim ke snizeni kvality vyrobku
v disledku mikrobidlniho kazeni, mohl by tento stav mohl vést pti velkoobjemové vyrobe

k podstatnym ekonomickym ztratam (Storgards et al. 2006b).
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Z tohoto diivodu je dulezité monitorovat a kontrolovat moznou primarni i sekundarni
kontaminaci. Primarni kontaminace pochazi zpouzitych surovin, vyrobnich zafizeni,
CKT tanku ¢i z kontaminované propagace kvasnic (Vaughan et al. 2005).

Primérni kontaminaci lze snizit ¢i zcela potlacit v pribéhu vyroby. Méni se pH,
vyuzitelné Ziviny, stfidaji se teploty a ke konci vyroby je béznym standardem pouziti
mikrofiltrace ¢i pasterace. Tato opatieni musi byt optimaln¢ sefizena a nastavena tak, aby doslo
Kk usmrceni vSech nezadoucich mikroorganismi (Storgards 2000). Mnohem rizikovéjsi
je sekundarni kontaminace probihajici na staceci hale, ktera zpusobuje az 50 % piipada
mikrobiologicky znehodnoceného piva (Back 1997).

Mikroorganismy jsou do staceci haly zanaseny piedevSim prostfednictvim Spinavych
vratnych lahvi. Pohyb vzduchu pak =zajistuje jejich dal$i Sifeni. Zdrojem mohou
byt i dopravnikové pasy ¢i ¢asti stroju, které jsou Spatné piistupné, a nedochazi tedy k jejich
dokonalému ¢isténi. Rizikovym faktorem zvySujicim pravdépodobnost kontaminace je neustala
aerosolace piva a vody v okoli plnic¢e. Dale pak i pfetecené pivo pii vypénovani lahvi v pribéhu
plnéni a zavirani, které zajistuje dostatek zivin v t€sné blizkosti plnicich ventild. Perzistence
mikroorganismu ve staceci hale je navic podpofena zvySenou teplotou (mycka, pastér a letni
obdobi), zaroven priznivé pusobi i vysoka vlhkost prostfedi (Haikara & Helander 2006;
Matoulkova & Kubizniakova 2014).

Z uvedenych divodla vyplyva, Ze nejvyssi moznou ochranou je tunelova pasterace.
Vyss$i riziko predstavuje pratokova pasterace a mikrofiltrace predevSim kvuli sekundarni
své kladné a charakteristické organoleptické vlastnosti. Z toho diivodu je nutné zvazit vSechny
kombinace pro dany produkt a najit vhodné feseni pro dany typ vyrobku. Napt. nachylngjsi
na mikrobidlni kazeni bude pivo nealkoholické, z toho divodu se jevi jako optimalni pouziti
tunelové pasterace (Storgards 2000).

Dalsi faktor, ktery podporuje vyskyt mikroorganismt kazici pivo je zdokonalovani
plnicich technologii, které zajiStuji minimalni hodnoty obsahu rozpuStén¢ho kysliku,

coz vytvari naprosto dokonalé anaerobni prostiedi (Sakamoto & Konings 2003).
3.5 Vybrané pivo kazici bakterie

Pivo je svym sloZenim pro mnoho mikroorganismil nehostinnym prostfedim, protoze
obsahuje fadu inhibitort jako jsou: ethanol (0,5-10 %), chmelové a a B-hotké kyseliny, vysoky
obsah CO», nizké pH (3,8 — 4,7), nizky obsah rozpusténého kysliku (<0,1 ppm) a pouze
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omezené mnozstvi zivin. Proto vétSina mikroorganismu i z fad patogenil v pivu nepieziva
(Sakamoto & Konings 2003; Devolli et al. 2016).

Snizeny piekazkovy efekt, piedevsim u nepasterizovaného a nizkoalkoholického piva,
vyznamné ovlivituje pravdépodobnost mikrobialniho zkazeni (Briggs et al. 2004). Mnoho
autorl uvadi, ze nezddouci mikroorganismy v pivé lze rozdélit podle vzoru Backa (1994)
do skupin podle skodlivosti, jak je znazoriiuje Tabulka 2. Obligatné skodlivé mikroorganismy
se V pivu pomnozuji, tvoii nechténé chutové zmény tzv. off-flavours, sedlinu, zakal, zapach,
tvoii se diacetyl apod. Potencialn¢ Skodlivé mikroorganismy se v pivu pomnozuji pouze za
ur¢itych podminek, které jsou zptisobeny posSkozenim piva napt. pH nad 4,7 nebo pii vys$Sim
obsahu rozpusténého kysliku. Neptimo Skodlivé negativné ovliviiuji vyrobu meziprodukti,
ale v hotovém pivu se nepomnozuji. Indikatorové mikroorganismy v pivu piezivaji, ale nejsou
Skodlivé, pokud se nejednd o masivni kontaminaci, a indikuji nedostate¢nou cCistotu vyroby.
Latentni mikroorganismy se v pivu vyskytuji vzacné. Nepomnozuji se v ném, ale jejich
metabolity napt. mykotoxiny mohou byt pro konzumenta skodlivé. Jedna se predevsim o plisné
Aspergillus a Penicillium vyskytujici se na je¢meni a sladu (Back 1994; Back 2005; Basaiova
et al. 2010; Kunze 2014).

Tabulka 2 Rozdéleni nezadoucich mikroorganismi podle skodlivosti (Back 1994), upraveno

Mikroorganismy Rod, druh

_ . Lactobacillus, Pediococcus, Pectinatus, Megasphaera,
I.  Obligatné Skodlive
Saccharomyces

Il. Potencialné Skodlivé | Lactobacillus, Micrococcus, Zymomonas, divoké kvasinky

I1l. Nepiimo skodlivé Enterobacter, Obesumbacterium, Candida, Pichia
IV. Indikatorové Acetobacter, Klebsiella, Bacillus, Enterobacteriaceae

Bacillus, Clostridium, Enterobacter, Micrococcus,
V. Latentni ) .
Aspergillus, Penicillium

3.5.1 Grampozitivni pivo kazici bakterie

Mezi grampozitivni pivo kazici bakterie patii predevs§im rody Lactobacillus
a Pediococcus. Jsou zodpovédné za zhruba 70-80 % vsech mikrobidlnich vad piv v Evropé
v letech 1980-2002 (Paradh et al. 2011). V Némecku mezi lety 1980-1990 byly tyto bakterie

zodpovédné za 58-88 % zkazenych piv (Sakamoto & Konings 2003).
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3.5.1.1 Lactobacillus spp.

Bakterie rodu Lactobacillus jsou fakultativné anaerobni s charakteristicky dlouhymi,
Stihlymi, nékdy zahnutymi buiikami, které Casto tvoii dlouhé fetizky. Jsou to grampozitivni,
nesporulujici, mlééné bakterie, které se vyznacuji fermentaci sacharidii na kyselinu mlé¢nou.
Metabolismus miize byt homofermentativni i heterofermentativni. Pivo kazici druhy jsou
pfevazné heterofermentativni. Tento typ metabolismu je specificky fermentaci sacharidu
na alesponl 50 % mlécné kyseliny. Dal§imi metabolity jsou napt. oxid uhli€ity, ethanol a acetat.
Indol a sirovodik nevytvaii, jsou kataldza a cytochrom negativni, n¢které druhy dokazou
rozkladat peroxid (Boone et al. 2009).

Optimalni teplota ristu se pohybuje od 3040 °C. V nékterych piipadech dokazi rtst
i pfi 2-53 °C. Pro vétSinu druhti byva optimalni pH mezi 5,5-6,2, n¢které druhy mohou rist
i pod pH 5. B&zn¢ se vyskytuji v mléénych, masnych a rybich vyrobcich. Dale v pive, ving,
silazich, ovocnych a zeleninovych dzusech. Jsou soucasti bézné flory v ustech, dokonce
se nachazeji i v zazivacim a stievnim traktu (Boone et al. 2009).

Cely rod obsahuje kmeny pivo kazici i nekazici (Matoulkovd & Kubizniakova 2014).
Kontaminace rodem Lactobacillus spp. je vpivu charakteristickda zvySenym zakalem
a nepiijemnou chuti s vysokym obsahem diacetylu. Nejcastéji se v pivu vyskytuje L. brevis,
ktery je obligatné heterofermentativni (Sakamoto & Konings 2003), coz znamena, Ze zkvaSuje
jednoduché sacharidy (pfevazné hexosy) a produkuje nejen mlécnou kyselinu, ale i octovou
kyselinu, ethanol a oxid uhli¢ity (Byung Hong & Gadd 2008).

Fakt, ze je L. brevis nejcastéjsim kontaminantem, potvrzuje i rozsahla studie provedena
vyzkumnym  centrem v Mnichové, ktery pomoci real-time PCR analyzoval
celkem 13 802 vzorkid mezi lety 2010—2018. L. brevis se v pozitivnich vzorkach vyskytoval
v 41-53 %. Dalsimi druhy jsou L. lindneri, L. backii, L. para-collinoides, L. group
(L. (para-)plantarum, L. coryniformis) (Suzuki et al. 2006; Schneiderbanger et al. 2018).

3.5.1.2 Pediococcus spp.

Z rodu Pediococcus je znamo celkem devét druhi. Konkrétné se jedna o P. acidilactici,
P. claussenii, P. cellicola, P. damnosus, P. dextrinicus, P. inopinatus, P. parvulus,
P. pentosaceus a P. stilesii (Boone et al. 2009). Bunky tohoto rodu jsou nepohyblivé koky
sférického a vyjimecné i vejCitého tvaru. Vyskytujici se v parech a tetradach. Uspotadani bunék

je pro pediokoky charakteristickym znakem ve srovnani s ostatnimi pivo kazicimi bakteriemi
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(Priest 2013). Velikost bun¢k se pohybuje mezi 0,5-1 pm. Jsou grampozitivni, katalaza
a oxiddza negativni. Nikdy netvofi fetizky a oproti ostatnim kokalnim bakteriim mlécného
kvaSeni se vyznacuji velice pravidelnym a soumérnym tvarem bun¢k (Boone et al. 2009).

Pediocooccus spp. se téz jako Lactobacillus spp. fadi mezi fakultativné anaerobni
¢i mikroaerofilni bakterie mlééného kvaseni (Geissler et al. 2016). Maji homofermentativni typ
metabolismu. Utilizuji jednoduché sacharidy a pomoci glykolyzy je redukuji pies pyruvat az na
mlécnou kyselinu (Briggs et al. 2004). Rostou pii pH 5 a inhibi¢n¢ na né pusobi pH 9 a vyssi.
Neprodukuji oxid uhli€ity a optimalni teplota ristu je mezi 25-35 °C, zalezi vsak na konkrétnim
druhu. Bézné se vyskytuji na rostlinach a ovoci. Spolu s dal§imi bakteriemi mlé¢ného kvaSeni
se podileji na konzervaci silaze, kukufice, nakladanych okurek, oliv a jako nestarterové kultury
se podileji na zrani n¢kterych syri (Boone et al. 2009).

Typickym pivo kazicim druhem je P. damnosus (Paradh et al. 2011). V pivu vytvaii
sediment i zakal a produkuje diacetyl, ktery v pivé zpusobuje nezadouci maslové aroma.
Pro optimalni rist na kultivacnim médiu se doporucuje inkubace pii 22 °C minimalné 2—-3 dny
anaerobn& nebo aerobné za souc¢asného piidavku cysteinu pti pH 5,5 (Boone et al. 2009).

Dalsimi druhy kazicimi pivo jsou napf. napt. P. inopinatus a P. claussenii. (Ziola et al.
2000; Dobson et al. 2002; Suzuki et al. 2006). Tyto druhy tvofi taktéz mirny zakal a vyrazny
sediment. V pokrocilém stadiu kazeni tvoii slizovité struktury. V pivovarech jsou nalézany
predevsim jako soucast primarni kontaminace na kulturnich kvasinkach v propagaci kvasnic,
kde svou pfitomnosti konkuruji kulturnim kvasinkdm pfi utilizaci zivin a zhorSuji tak

prokvaseni mladiny (EBlinger 2009).
3.5.2 Gramnegativni pivo kazici bakterie

Mezi gramnegativni pivo kazici bakterie se fadi pfedev§im rody Pectinatus spp.
a Meegasphaera spp. Jedna se o striktné anaerobni bakterie, které kontaminuji pivo skrze
sekundarni kontaminaci. Diky anaerobnimu metabolismu jsou v pivovarech velice obtizné
detekovatelné a na béZnych anaerobnich médiich vétSinou nerostou, protoze pii bézné deskové
kultivaci se vzorek piva ¢i meziproduktu prefiltruje a nasledné kultivuje na selektivnich ptidach.
Striktni anaerobové ptitomnost kysliku béhem filtrace neptezivaji. Z tohoto diivodu nejsou tyto
bakterie nalézany tak Casto jako napf. laktobacily a pediokoky (Janagama et al. 2018; Zheng et
al. 2018). V pivovarech piezivaji predev§sim ve formé biofilmi na strojich ve staceci hale

(Rezanka et al. 2015).
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3.5.2.1 Pectinatus spp.

Jedna se o striktné anaerobni, katalaza negativni bakterie. Jsou to nesporulujici a mirné
zahnuté ty¢inky (Schleifer et al. 1990a). Pohyb zajist'uji biciky. Maji pouze jeden nebo cely
svazek, ktery je umistén lateralnd (Haikara & Helander 2006). Cim je bakterie starsi,
tim je zakiiveni vétsi. Nékdy mize tvotit charakteristické helikalni Gtvary pfipominajici hada.
Mladé bunky tvoii utvary pfipominajici pismeno ,,.X“ (Schleifer et al. 1990a).

Zkvasuje piedevs§im ribosu, rhamnosu, glukosu, fruktosu, maltosu, laktat i pyruvat,
a dokonce utilizuje i N-acetylglukosamin (Schleifer et al. 1990b; Matoulkova 2008). Toleruje
vy$§i mnozstvi ethanolu 3,7-4,4 %, ale u piv s obsahem nad 5,2 % jiz neroste (Haikara &
Helander 2006; EBlinger 2009). Optimalni teplotni rozmezi je mezi 15—40 °C, idealni teplotni
rozmezi pro mnozeni je 28-32 °C. Teplota nad 50 °C je pro né¢ fatalni (Matoulkovd &
Kubizniakova 2014). Limitnim faktorem rastu je i teplota v hale. Pokud teplota klesne
pod 15 °C, Pectinatus spp. zastavuje svij metabolismus a nemnozi Se (Back 2005).
V pivovarech pieziva ve formé narostlého biofilmu. Typickym znakem zkazeného piva touto
bakterii je vysoky mlé¢ny zakal s vyraznym zapachem po sirovodiku (Juvonen & Suihko 2006).
V pivu tvoii 1 dalsi senzoricky nezddouci latky jako: methyl, merkaptan, propionovou,
mlécnou, octovou a jantarovou kyselinu (Storgards et al. 2006a).

Nejcast€jsim pivo kazicim druhem je P. cerevisiiphilus, ktery se od ostatnich 1i§i svou
neschopnosti utilizovat inositol. Dale druh P. frisingensis, ktery se 1isi od ostatnich utilizaci
N-acetylglukosaminu a celobiosy. Poslednim druhem je P. haikarae, ktery se 1i§i pozitivni
katalazovou reakci, fermentuje laktosu a neroste pii + 37 °C (Chaban et al. 2005; Boone et al.
2009). Odhaduje se, ze rod Pectinatus je pivodcem zhruba 20-30 % ptipadt bakterialniho
kaZeni hotového lahvového piva. VétSina piipadll byla zaznamenana u nepasterovanych piv
(Matoulkova 2008). Kazeni je nejcastéji zaznamenano po 2-3 tydnech (Haikara & Helander
2006).

3.5.2.2 Megasphaera spp.

Megasphaera spp. je mesofilni, gramnegativni, nepohybliva, katalaza negativni,
nesporulujici a striktné¢ anaerobni bakterie (Matoulkova & Kubizniakova 2014). Vyskytuje
se ve form¢ koku ¢i diplokokti o piiblizné velikosti 1,2—-1,6 um. Nékdy mutize tvofit i kratké

tetizky (EBlinger 2009).
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Obecné je optimalni teplota rdstu mezi 30-37 °C. AvSak napi. druh M. elsdenii
ma optimalni teplotu ristu o néco vyssi mezi 37-42 °C. Z tohoto divodu je jeji vyskyt

V pivovaru mén¢ Casty oproti M. cerevisiae, ktera ma teplotni optimum okolo 28 °C. Navic

wevr

(Haikara & Helander 2006).

Jsou charakteristické fermentaci predevsim pentos a hexos, mlécné kyseliny a pyruvatu
(Haikara & Helander 2006). M. cerevisiae utilizuje arabinosu, fruktosu, mlé¢nou kyselinu.
M. elsdenii utilizuje fruktosu, glukosu, mannitol, maltosu, sacharosu a mlé¢nou kyselinu
(Boone et al. 2009). Produkuji pfedev§im valerovou, maselnou, kapronovou, octovou kyselinu
a velké mnozstvi oxidu uhli¢itého (Storgirds 2000). Zaroven ze sirnych aminokyselin
produkuje nepiijemné pachnouci sirovodik. Velikost bunék M. elsdenii je od 2,4-2,6 pm.
Vyskytuje se v parech ¢i v kratkych fetizcich po 8-20 burnikach. Roste pti pH 4,6—7,8 s optimem
6,05 pH. Oproti tomu M. cerevisiae je vyrazné mensi a v priméru maji bunky 1,3-2,1 um.
Toleruje nizsi pH, konkrétné roste mezi 4,1-4,7 pH. Dulezitym inhibiénim faktore ristu je vyssi
obsah alkoholu. Riist zpomaluje obsah okolo 3,9 % obj. a obsah 4,3 % rlst zcela zastavuje.
Z toho vyplyva, ze piva sniz§im obsahem alkoholu, konkrétné pod 2,25 % obj.,
jsou nachylngjsi ke kazeni touto bakterii (Boone et al. 2009).

Oproti ostatnim pivo kazicim bakteriim je tedy méné odolna vici ptisobeni ethanolu
(Suzuki 2011). To potvrzuje i zjisténi, Ze rust bakterii rodu Megasphaera nebyl zaznamenan
v pivech s obsahem alkoholu mezi 5,5-6,5 % (Haikara & Helander 2006). U piv s nizkym
obsahem ethanolu, konkrétn¢ 2,1 % u druhu M. cerevisiae, byl sice rist zaznamenan,
ale byl vyrazné zpomalen. (Kyselova & Branyik 2015). Tento druh byl dokonce v Evropé mezi
roky 19802002 puvodcem 3-7 % ptipadi zkaZzenych nepasterizovanych piv (Paradh et al.
2011). Vlivem vétsi senzitivity viéi inhibi¢nim faktoriim je kaZeni rodem Megasphaera méné
Casté nez kazeni rodem Pectinatus (Boone et al. 2009).

Je typickym sekundarnim kontaminantem (EBlinger 2009), protoze je detekovana
ptedevsim jiz v hotovych pivech (Zheng et al. 2018). Tvoii méné viditelny zakal, ktery je vidét
az po nékolika tydnech (Briggs et al. 2004), protoze potiebuje zhruba 3—4 tydny (Haikara &
Helander 2006) oproti rodu Pectinatus, ktery dokaze zkazit pivo do 2-3 tydnd. Roste pomaleji,
avSak kazeni je moZné detekovat senzoricky dle neptijemného zdpachu a kyselé chuti (EBlinger
2009).
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3.5.3 Biofilm

Biofilm je pro provozovatele potravinatskych podnikt z hlediska bezpecnosti potravin
nebezpecnéj$i nez samostatné planktonické bunky. Jedna se totiz o konsorcium
mikroorganismil ptilnutych na bioticky ¢i abioticky povrch, jez miize byt tvofen jednim nebo
nékolika druhy mikroorganismu (Singh et al. 2006). Diky jeho struktufe a sloZeni je odolné&jsi
vuci riznym stresovym faktortim, jako je napft. vliv oxidace, suseni, kovovych iontl, UV zéfeni,
antibiotika, desinfekéni prostfedky (Flemming & Wingender 2010). Dokonce i biofilmy
slozené pouze z jednoho druhu bakterii jsou odolnéjsi nez jejich planktonické ekvivalenty,
napt. L. plantarum subsp. plantarum, ktery vykazoval vyrazné vyssi rezistenci vuci octové
kyselin¢ a ethanolu nez planktonické bunky (Kubota et al. 2008).

Velku vyhodou biofilmu je kryci slizovité pouzdro, které je tvofeno komplexem
extracelularni polymerni latek s vodou. Voda vazana kapsuli bakterialnich bunék tvofi zhruba
97 % biofilmu. Zbytek matrix je tvofen komplexem polymernich latek, produktl lyzy bungk,
metabolitli a organickych i anorganickych zbytki z prostiedi. Tento hydrogel slouzi predevs§im

jako ochrana bakterialnich bun€k pied negativnimi vlivy prostiedi (Singh et al. 2006; Hofmann
& Fischer 2015).

3.5.3.1 Vznik biofilmu v pivovarském provoze

Vyrobni zatizeni v potravinarskych provozech by méla byt hladka a dobfe omyvatelna,
konstruovana jednoduse a celistvé bez slozitych zahybu a spoju. Jsou to predev§im zahyby,
spoje, tésnéni, zmineralizované anorganickeé latky, odérem ¢i ryhami narusené povrchy, které
umoznuji ulpivani organickych latek a adhezi mikroorganismil. NaruSené ¢i Spatné omyté
povrchy jsou spolu s vihkym prostiedim prekurzorem vzniku biofilmu (Arampatzi et al. 2011;
Horsakova 2017).

Tvorbu biofilmu Ize rozdélit do n€kolika fazi. Obecné se rozdéluji na reverzibilni adhezi
(1), ireverzibilni adhezi (2), mikrokolonie (3), zrani/maturace (4) a uvolnéni (5) viz Obrazek 3
(Quain 2015).

V pivovarském provoze zacind tvorba biofilmu kolonizaci povrchii octovymi
bakteriemi (Matoulkova & Kubizniakova 2014). Tyto primarni adherujici mikroorganismy
umozni piilnuti dal$ich mikroorganismi, pfedevsim pak nechténych bakterii mlé¢ného kvaseni
(Hill 2015). Octové bakterie, konkrétné Gluconobacter oxydans a Acetobacter spp.
spotfebovavaji kyslik a tim postupné vytvareji anaerobni prostiedi ve stfedu biofilmu

(Mamvura et al. 2011).
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Nasleduje kolonizace mléEnymi bakteriemi, které jsou schopny diky svému fakultativné
anaerobnimu metabolismu pfezit ur¢itou hladinu kysliku. Ve vznikajicim biofilmu se zacinaji
pomnozovat, vytvafet mléénou Kyselinu a dale snizuji mnozstvi kysliku. Nové vzniklé
anaerobni prostiedi ve stfedu biofilmu umoznuje pieziti striktnich anaerobu Pectinata spp.
a Megasphaery spp. Rust téchto obligatné pivo kazicich bakterii je navic podpofen metabolity
bakterii mlééného kvasSeni a zaroven i jejich odumirajicimi bunkami. Produkty lyzy bunék

zvy$uji pH prostiedi, coz vytvaii idealni podminky pro jejich rust (Back 2005).

1. Reverzibilni adheze | 3. Mikrokolonie 5 Uvolnéni
2. Ireverzibilni adheze | 4. Zrani/maturace

Obrazek 3 Faze vzniku biofilmu - upraveno

(http://www.biofilm.montana.edu/images/2003_PSto_BFin3steps14b.jpg )
3.5.4 Detekce pivo kazicich bakterii

Obecné se bakterie v potravinaistvi a napojovém primyslu standardné stanovuji
nepfimou kultivacni deskovou metodou na selektivnich polotuhych péstebnich prostiedich.
Tyto metody jsou pomérné levné, ale ¢asové naro¢né. ModernéjSimi metodami jsou testy
zalozené na fyzikélnich, chemickych, genetickych ¢i imunologickych principech. Jedna
se napf. o imunologicky test ELISA—imunoanalyza na pevné fazi (enzyme-linked
immunosorbent assay), testy nukleovych kyselin jako FISH—fluoresce¢ni hybridizace
(fluorescent in situ hybridization), PCR—polymerazova fetézova reakce (polymerase chain

reaction),
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PFGE—gelova elektroforéza v pulznim poli (pulsed-field gel electrophoresis) a je$t¢ mnoho
dalsich (Demnerova 2012; Vlkova et al. 2009).

Kultivacni ptida, kterd by byla univerzélni a dokézala rychle a spolehlivé detekovat
vSechny pivu Skodici mlééné bakterie, neexistuje (Back 2005). Jsou uvadény razné druhy
a zpusoby kultivace, které jsou prevazné¢ kompromisem mezi rychlosti rastu, selektivitou
a citlivosti danych bakterii (Gillet et al. 2003). Nejvice se vyuzivdA membranova filtrace,
pfi které je 100-500 ml zkoumané kapaliny podtlakové filtrovano pfes specialni membrany
anasledn¢ kultivovano na vhodném médiu (Matoulkova & Kubizniakova 2014). Mezi
nejpouzivanéjsi média se fadi napf. MRS (de Man, Rogorosa Sharpe uréené piedevsim
pro izolaci laktobacilt)), UBA (Universal Beer Agar urceny pro pivo kazici bakterie), Raka-Ray
(selektivni médium pro laktobacily a dalsi nezadouci bakterie v pivovarskych a vinaiskych
provozech) a NBB (specialné¢ vyvinuta hotova média k detekci nezadoucich bakterii

v pivovarskych a vinatskych provozech) (Gillet et al. 2003).

3.5.4.1 Detekce bakterialniho biofilmu

Detekce biofilmil je v praxi dulezitd prfedev§im ve zdravotnictvi a v potravinarském
primyslu. V potravinaiském primyslu se fes$i predev§im tvorba biofilmu na povrchu
technologickych zatizeni (Kunovéa et al. 2011). Pro detekci se vyuzivd né€kolik metod,
napt. TEM—transmisni elektronova mikroskopie (transmission electron), AFM — mikroskopie
atomovych sil (atomic force microscopy), CSLM — konfokalni skenovaci laserova mikroskopie
(ccee), fluoresce¢ni mikroskopie, ATP bioluminiscence a jiz zminéna PCR. Z hlediska
vyuzitelnosti v provozu se nejcastéji vyuzivaji kultivacni metody, ATP bioluminiscence a PCR
(Chmielewski & Frank 2003; Van Houdt & Michiels 2010; Simdes et al. 2010).

Hojn¢ vyuzivana ATP bioluminiscence slouzi jako rychla provozni metoda pro kontrolu
efektivity sanitace. Pomoci luminometru se méii mnozstvi zdroje energie vSech zivych bunék
neboli mnozstvi ATP (adenosintrifosfat). Slouzi k detekci celkového zneciSténi (ne pouze
mikrobidlniho), protoZze ATP se nachazi i1 v organické hmoté. Z tohoto diivodu se vyuziva
po sanitaci, kdy mé byt provozni linka zcela bez pfitomnosti jakykoliv organickych zbytkt
a zaroven bez piitomnosti bakterii. V prib¢hu provozu vSak neni zcela schopna rozlisit,
zda se jedna o organické zbytky vyrabéné potraviny nebo o mikrobialni kontaminaci (Boulton
2013).
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Z tohoto diivodu budou dale podrobnéji popsany dvé metody, které byly prakticky
provadény pro detekci bakteridlniho biofilmu. Jednd se o kultivaéni metodu pomoci

selektivniho média (podrobné&ji popsano v metodice) a o kvantitativni PCR.

3.5.4.2 Polymerdzova retézova reakce

Polymerazova tetézova reakce (PCR - polymerase chain reaction) je rychla metoda,
ktera je zalozena na amplifikaci specifického useku sledované nukleové kyseliny (Juvonen et
al. 2008). Za vyvoj této metody byl roku 1993 ocenén Nobelovou cenou americky biochemik
Kary Mullis (NobelPrize.org 2019). Tuto metodu lze vyuzit mnoha zpusoby, piedev§im pak
k identifikaci a fylogenetické klasifikaci mikroorganismi (Juvonen et al. 2008).
Jedna se 0 enzymovou reakci in vitro, pii které dochazi k syntéze definovaného useku nukleové
kyseliny, konkrétné¢ deoxyribonukleové (DNA). Syntéza je zahajena piitomnosti specifickych
oligonukleotidovych primerd, jez jsou komplementarni k 3° a 5° koncovym sekvencim
specifického useku DNA, ktery ma byt amplifikovan. Tento isek DNA slouzi jako obcansky
prukaz mikroorganismii, proto musi byt specificky pro zjistovany druh ¢i kmen (Ruml 2002).

Identifikace probiha u bakterialnich gent pfevazné na 16S rDNA genu (Juvonen et al.
2008). Metoda je velice citliva, teoreticky sta¢i jedna molekula pro ziskani dostate¢ného
mnozstvi PCR produktu (Alberts 1998). Nevyhoda této skute¢nosti je kontaminace jedinou

molekulou, ktera miize zpusobit falesné pozitivni vysledek (Rosypal et al. 2001)

3.5.4.3 Polymerazova retézova reakce V redalném case

Pro kvantitativni polymerazova fetézova reakce v realném fase se pouziva zkratka
RT—PCR, ktera pochazi z anglického nazvu Quanitative Real-time polymerase chain reaction

(Juvonen et al. 2008). Princip PCR v realném Case spociva v pfesném a rychlém stanoveni
amplifikovaného useku DNA bezprostiedné po jeho vzniku v kazdém cyklu PCR. Toto méfeni
je zprostiedkovano pfistrojem zvanym termocykler. Ten umoziuje detekci fluorescence
a opakovanou zménu teplot v kazdém cyklu potiebnou pro amplifikaci DNA (Siegrist et al.
2015).

K zahajeni replikace je nutna ptitomnost né€kterych komponent. Konkrétné jsou to dva
specifické primery, sondy (proby) s fluoresce¢ni sondou, termostabilni DNA polymerasa,
deoxyribonukleotidy a reakéni fedici roztok. VSechny komponenty kromé specifickych primert
Ize zakoupit v jiz ptedpiipravenych komerc¢nich smési zvanych master mix (Saik et al. 1988).
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Opakujici se PCR reakci probihajici v termocykleru 1ze rozd¢€lit na tii Casti. Reakci zahajuje
denaturace templatové dsDNA (z angl. double stranded DNA neboli dvouvlaknova DNA),
ktera je iniciovana zvySenou teplotou okolo 95 °C. Vlivem teploty dochazi k rozpadu
vodikovych mustki a takto denaturovand DNA jiz netvoii komplementarni dvousroubovici,
ale je rozdélena na dva linearni fetézce ssDNA (zangl. single stranded DNA neboli
jednovldknova DNA). V druhé ¢asti zvané annealing se teplota snizi na 50-65 °C. Dochazi
k nasednuti komplementarnich primerti ke specifickému useku ssDNA. Nasleduje elongace,
kdy je nasyntetizovan tsek od 3" konce k 5° konci pomoci termostabilni DNA polymerasy.
Teplota je kvili spravné funkci DNA polymerasy zvySena na 68—72 °C. V prvnim cyklu
se DNA zdvojnasobi. V dal$im cyklu se z kazdého useku nasyntetizuji dal$i dva. S kazdym
dalsim cyklem roste mnozstvi DNA dvojnasobné viz Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.. Cykli
byva vétsinou kolem 20 az 50 (Siegrist et al. 2015). V prubéhu cyklu se specificky navazané
proby s fluorescen¢éni sondou aktivuji a vyzafené fluorescenéni svétlo je zaznamenano
detektorem. Sila fluorescencniho signalu je pfimo umérnd koncentraci DNA ve vzorku.
Vysledkem je amplifika¢ni kiivka, kterd vykresluje zavislost intenzity fluorescence a poctu

PCR cykli (Rihova Ambrozova et al. 2017).

l.Cyklus [1.Cyklus
ds DNA 3 TS 53 53
Primer 5 —»3 3e+e——5 i
Denaturace l 95°C
[TTTTTTTITTITITITTTT 7T 3
ssDNA 5 53 s«—3 |ll.Cyklus 35 &5
Primer
g LLLLLLLELLLLLILLLLILEL] g T —
Annealing 48 — 60 °C 53

§IOﬂ1|Trrrmmll|1|1

Elongace 68 -72°C 38
3 2°=8 kopie
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? probe s neaktivni fluorescenéni
sondou

{%{ probe s aktivovanou
fluorescen¢ni sondou

s‘:} vyzafené fluorescencni

3 8
ST S #
3 :
5 )
5

wa @O

Obrazek 4 Prubéh RT-PCR reakce, upraveno dle (Juvonen et al. 2008)
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3.6 Sanitace

Dodrzovani zasad spravné hygienické, vyrobni praxe a sanitace je nezbytnou soucasti
kazdého potravinaiského podniku. Jedna se o soubor opatfeni vedouci k vyrobé zdravotné
je u¢innym nastrojem snizovani nezddouci kontaminace a je zasadni operaci pii zabezpecovani
hygienickych podminek vyroby potravin. V boji proti ¢innosti nezddoucich mikroorganismt
se vyuzivaji rizné kombinace mechanického cisténi s fyzikdlnimi metodami a chemickymi
prostfedky (Holah 2013). Jedna se o soubor operaci, které jsou pro vSechny provozovatele
potravinafskych podnikt velice nakladné a ¢asové naro¢né. Jde vSak o nutnou investici,
kde se tspory dosahuje piedevS§im pii sniZeni ztrat na vyrabénych potravinach a na zvySeni
zivotnosti stroju a technologickych zatizenich (Moerman et al. 2013).

Utinna sanitace by se méla skladat z manuélniho &isténi, CIP (cleaning in place) a COP
(cleaning out of place) (Loeffler 2006).Mechanické ¢isténi zahrnuje napf. odstrafiovani prachu,
necistot a zbytkll organického materidlu ze strojd, stén i podlah. Pii tomto druhu Cisténi
je dalezita preciznost Cisténi predevsim v mistech, kterd jsou méné piistupnd (napt. ohyb
potrubi), aby nedochéazelo k tvorb& odolnych lozisek biofilmi (Silhankova 2002).

Zkratka CIP — Cleaning in place v ptekladu znamena ¢isténi na misté. CIP je proces
automatického ¢isténi bez jakékoliv demontaze stoje. Jde o ¢isténi, které neni zavislé na lidské
pracovni sile. CIP programy byvaji ¢asto soucasti stroji navrzenych a nastavenych pfimo
vyrobcem. V pivovaru se CIP systému vyuzivd pfedevSim pii CiSténi tankl, tepelnych
vyménikd, plnic¢t atd. Naopak COP — cleaning out of place je €iSténi ¢asti stroje mimo vyrobni
prostor. Jsou to napf. sanitani vany uréené pro desinfekci plnicich jehel (Loeffler 2006).
Sanita¢ni chemické prosttedky pouzivané v potravinarstvi nesméji neptiznivé ovlivilovat chut’
vyrobku, zdravi zaméstnancti nebo konzumentd, vyrobnich prostor (zapach) a ani by nemély
poskozovat vyrobni zatizeni (Silhankova 2002). Uinnost sanitace je zavisla na kvalitd
mechanického ocisténi, pouzitych chemikaliich a jejich koncentracich, dale na teploté a Casu.
Tyto faktory lze rtizné¢ kombinovat. Obecné je snaha sanita¢ni proces nastavit tak, aby byla
dosazena maximalni u¢innost za minimalnich provoznich naklada (Holah 2013).

Pouzivané chemikadlie se déli podle hodnoty pH na kyselé, alkalické a neutralni.
Alkalické ptipravky jako napf. hydroxid sodny, hydroxid draselny, hydrogenuhli¢itan sodny
atd. slouzi k odstranéni organickych necistot. Kysel¢ ptipravky jako napt. kyselina fosfore¢na,
kyselina dusicnd atd. slouzi k odstranéni anorganickych necistot. Mohou se vyuzivat

I povrchové aktivni latky, enzymy, oxidacni €inidla, inhibitory koroze, zmékéovadla a jesté
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mnoho dalSich. Velkd sanitace se v pivovarech aplikuje pievazné pred zacatkem staceni
napft. po vikendu, kdy byla odstavka linky, nebo pokud se bude stacet vyrobek, ktery je svym
slozenim velice odliSny od pifedchoziho vyrobku. V pribé¢hu vyroby lze plnici linku
Vv pravidelnych intervalech Cistit tzv. pénovanim. Jedna se o automatické a ekonomické Cisténi

za pomoci pény (Loeffler 2006).
3.6.1 Pénovani

Pénové Cisténi kombinované se stiedotlakym oplachem (2,0 Mpa) je v dnesni dobé
nejpouzivanéj$i metodou Cisténi v prib&éhu vyroby (Basatova et al. 2010). Automatizace
systému umoznuje snizovat riziko lidského faktoru pii CiSténi. Je efektivngj$i, Setfi Cas
a chemické prosttedky. Podminkou efektivniho pénovani je optimalni nastaveni teploty, tlaku,
vydrze a koncentrace chemikalii (Storgards & Priha 2009). Cisténi pomoci pény
je z ekonomické z pohledu uspornéjsi, protoze napi. z 1 | chemického ptipravku v kombinaci
s 49 | vody a 450 | vzduchu se vyrobi az 500 | aktivni pény, kterou lze v tenké vrstvé pokryt az
200 m? plniciho zafizeni. Pfed a po aplikaci pény se povrchy musi oplachnout dostate¢nym
mnozstvim horké vody (Loeffler 2006).

Péna je definovana jako koloidné-disperzni systém, ktery se skladd z disperzniho
prostfedi (chemického prostiedku a vody) a dispergovanou c¢asti je plyn (vzduch). Dle objemu
dispergovaného plynu rozdélujeme pény na vlhké a suché (Bartovska & Siskova 2005). Vlhké
pény maji bubliny kulovitého tvaru a suché jsou tvotfeny plynem, ktery zaujima vice nez 90 %
objemu. Velky podil plynné faze ovliviiuje tvar bublin, které jsou stlatené na sebe a misto
kulovitého tvaru maji tvar mnohosténii (Basarova et al. 2010). Sucha péna se pfi €isténi spise
nepouziva. Je velmi hutna, zachovava si svij tvar a nedosahuje pozadovaného myciho ucinku.
z vertikalnich ploch pfilis§ rychle, to vede k nedodrzeni potiebného ¢asu kontaktu s povrchem
a nedochazi K penetraci aktivnich slozek myciho prostfedku vrstvou necistot. Dokonald smés
pény je tvofena v takovém poméru, aby z povrchu stékala pomalu a umoznila tak pribéh
pozadovaného ¢isticiho uc¢inku (Loeffler 2006). Na vysledek ¢isténi ma vliv i vrstva pény, ktera
by neméla byt moc velka, protoze urychluje stékani, a navic je neekonomicka. Idealni vrstva
je tenka a kompaktni (Basarova et al. 2010).

Pfed samotnym pénovanim jsou povrchy zvlhéeny teplou vodou (40-50 °C), kterd
predehiiva povrchy a zvySuje tak €innost nasledné pény. Teplota aplikované pény je zavisla

na pouzité chemikalii i technologii. Péna by méla byt v kontaktu s povrchem cca 10-20 minut.

29



Nasleduje oplach teplou vodou, v nékterych ptipadech nésleduje jesté aplikace desinfekéniho

prostiedku (EBlinger 2009).
3.6.2 Bakterialni rezistence a perzistence

Nedokonald sanitace a nedostate¢né odstranéni biofilmu na vyrobnich zafizenich
nepiedstavuje problém pouze jen z hlediska kiizové kontaminace, ale zdrovenl se zvySuje
I potencialni riziko infekéniho pfenosu antimikrobialni rezistence ¢i pifimé rezistence
na pouzivana média (Silhdnkova 2002). Diverzifikace populaci je v biofilmech natolik
individudlni, Ze umoziuje odliSny bakteridlni riist i genovou expresi piimo uvniti biofilmu.
Tento mechanizmus jim umoziuje se velice rychle pfizpisobovat na stresové podminky
a na nepiiznivé vlivy vngjsiho prostfedi. Z toho vyplyva, ze pfi nedokonalém cisténi hrozi
mnohem vys$i riziko vzniku rezistence ¢i perzistence V biofilmech nez u samotnych
planktonickych bunék (Gutiérrez et al. 2016).

Rezistence je schopnost bakterie odolavat nepfiznivym vlivim a je geneticky
zakddovana. Za nejdéle studovany druh rezistence 1ze povazovat antibiotickou rezistenci, ktera
se zacala rychle rozvijet s terapeutickou aplikaci antibiotik (Abraham & Chain 1940). Postupem
let s vys$§imi naroky na Cistotu provozi rostlo i pouziti Cisticich a antibakterialnich chemickych
ptipravkd. Stejné jako u antibiotické rezistence se postupem ¢asu zacala vyvijet i rezistence na
sanitatni média, tzv. antimikrobialni rezistence (Wuijts et al. 2017). Rezisten¢ni schopnost
bakterii je zabudovana v genetické informaci. Jedné se o tzv. genetickou mutaci, kterd miize
byt pfenesena dokonce i z jednoho bakteridlniho druhu na druhy ptibuzné, poptipadé i rody,
coz umoziuje vznik velmi odolnych mutanti (Silhdnkova 2002). Pouzité teploty pfi sanitaci,
koncentrace médii, zne€isténi linky i stafi biofilmu tuto mutaci vyznamné ovliviuji (Belessi et
al. 2011).

Odolnost bakterii vici sanitaci a jejich preziti diky biofilmu byla pfedmétem nékolika
studii, napt. védci z Norska odebirali vzorky ze 3 linek na zpracovani lososti. Sanitaci piezily
piedev§im pseudomonady a inhibovana byla patogenni bakterie Listeria monocytogenes
(Langsrud et al. 2016). Ke stejnému zavéru dosli i védci z Francie, ktefi provedli podobnou
studii v podniku na zpracovani masa (Fagerlund et al. 2017). Na prezivani bakterii v masném
provoze se zaméfili i védci zkoumajici kontaminujici bakterii Escherichia coli. Dosli k zavéru,
ze Escherichia coli izolovana z provozniho biofilmu vykazovala vétsi tendenci tvofit biofilm

a navic vyznamn¢ v¢étsi odolnost vici sanitaénimu prostiedku (Wang et al. 2014).
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Utinek sanitace na narostly biofilm byl zkouman i v mlééném pramyslu, kde ze dvou
linek védci odebirali stéry a porovnavali u¢innost a potiebny kontaktni ¢as. Dosli k zavéru,
ze narostly biofilm dokaze prezivat sanitaci. NejvysSsi Uc¢innost sanitace byla dosazena
pfi aplikaci 10 ppm jodoforu pii dobé pisobeni 20 minut (Sharma & Anand 2002).

Rezistence urcité patii mezi hlavni divody, pro¢ dané antibiotikum ¢i sanitacni
prostiedek nedosahuji pozadované Gc¢innosti. DalSim moznym mechanismem pfeziti stresové
situace je perzistence. Perzistence je schopnost bakterii odolavat a pfezivat u¢inné davky, které
jsou schopny zabit vétSinu populace (Amato et al. 2014). Ur¢ita ¢ast populace se picorientuje
do stavu tzv. dormance. Jedna se o zménu fyziologického stavu do faze, ve které mechanismus
ucinku antibiotik ¢i sanitacnich prostfedkli nefunguje. Nedochazi u nich ke zméné genetické
informace, jako je tomu u rezistentnich bakterii. Geneticky jsou shodné se zbytkem
nepersistentni populace (Lewis 2010). Perzistentni bakterie se nasledné za vhodnych podminek
reprodukuji a tvofi piivodni totoZznou populaci se shodnou senzitivitou k antibiotiklim nebo
sanita¢nim prostiedkim (Helaine & Kugelberg 2014).

Z vyse uvedenych divodi vyplyva nutnost se ve velké mife vénovat pravidelné
mikrobiologické kontrole provozu, dbat na dukladné mechanické cCisténi a pro jistotu

dezinfekéni prostiedky pravidelné obmétiovat (Silhankova 2002).
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4 Metodika

V této kapitole je popsana charakteristika potravinaiského podniku, kde byla provadéna
prakticka ¢ast prace. Jsou popsana specifika plnici linky, pouzité materidly a metodiky pouzité

Vv experimentu.

4.1 Charakteristika potravinarského provozu

Prace byla prakticky provedena v pivovaru, ktery se vyrobou piva zabyva uz 150 let.
Natrhu se fadi mezi vyznamné celosvétové vyvozce piv. Pfedmétem obchodni Cinnosti
je vyroba napoju (pivo i nealkoholické napoje) a vyroba krmiv. Ro¢ni vystav se pohybuje okolo
3 miliénd hl piva, které je kvaseno vyhradné v cylindrokonickych tancich. Pivovar disponuje
vlastni Upravnou povrchovych vod a pivo sta¢i do cisteren, keg sudd, plechovek
a do sklenénych i plastovych lahvi.

Experiment byl provadén v lahvové staceci hale, kde se nachazeji dvé plnici linky. Linka
S niz8im vykonem je schopna naplnit 36 tisic lahvi za hodinu a rovnob&Zzné naproti je umisténa
linka K60, ktera je schopna naplnit 60 tisic lahvi za hodinu, zde probihal pravidelny odbér

vzorku.

4.2 Lahvova plnici linka K60

Linka s vyssi vyrobni kapacitou byla pro experiment vybrana z toho dtvodu, protoze
rychlost linky 1 objem stoené¢ho piva zvysSuji pravdépodobnost sekundarni kontaminace,
a je tudiz potencionalné rizikovéjsi. Soucasti monobloku plnici linky K60 je i korunkovaci
zaviracka. Cely plnici monoblok K60 je zachycen na Obrazek 5. Hygiena plnice je nastavena
tak, Ze po maximalné 7 sménach musi probéhnout sanitace, ktera se fidi sanitacnim fadem. Po
ukonceni se kvalita sanitace kontroluje za pomoci luminometru a ATP stéri z pfedem
definovanych mist.

Maximalné¢ po 2 hodindch musi byt zapnuty automaticky rezim oplachu vodou
a maximalné po 6 h v letnim obdobi a po 8 h v zimnim obdobi musi probé¢hnout pénovani plnice

za soucasného pénovani vstupnich 1 vystupnich dopravniki.
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Obrazek 5 Lahvova plnici linka K60

4.2.1 Mista odbéru vzorku

Fotografické zobrazeni odbérovych mist je uvedeno v Pfiloze I — vzorkovaci mista.
Celkem bylo vybrano 20 odbérovych mist, které byly rozdéleny na ptimé (12) a neptimé (8).
Piimé mohou nebo prichazeji do pfimého kontaktu s pivem. Celkem se jednalo 0 2 x 3 plnici
ventily, 2 x 3 plnici jehly, 2 x 3 zvonky, vypénovaé, 2 x 3 zaviraci hlavy (povrch), zaviraci
hlavy (vnitfek), Gsti drahy korunek do zaviracky a drdha korunek. Nepfima mista jsou takova,
jimiZ prochazi jiz uzaviena lahev, konkrétné se jednalo o talifky plnice, talitky zaviracky,
hvézda zaviracky, vystupni hvézda.

Vzorky byly odebirany kazdy tyden, pokud to chod linky umoznil. Odbéry vzork
probihaly v obdobi bfezen az listopad. Odbér zacal 10. tydnem roku 2019 a kon¢il 48. tydnem
roku 2019 s dvéma vypadky z divodu odstavky linky a z nedostatku kultivaéniho média.
Béhem 37 tydnt bylo odebrano a kultivovano celkem 740 vzork.

4.3 Detekce bakterialniho biofilmu pomoci NBB-B-am média

Pro experiment bylo pouzito komeréné¢ prodavané a v provoze bézn¢ zavedené médium,

které je vyrdbéno firmou Dohler, jez je svétovym vyrobcem a prodejcem se zaméfenim
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na potravinaiskou vyrobu a néapojovy pramysl. Zkratka NBB-B-am znamena
(NBB Broth Enrichment Medium). Oznaceni NBB slouZi pro oznaceni vyrobkové fady urcené
pro pouziti v pivovarech. NBB-B-am je tekuté médium urcené pro kvalitativni stanoveni
indikatorovych mikroorganismi biofilmu, ptfedev§im pro octové bakterie a bakterie mlééného
kvaSeni.

Tato metoda je v pivovaru rutinné vyuzivana a slouzi pro dlouhodob¢j$i monitoring
hygieny plnéni. Jedna se o metodu retrospektivni, ktera byla vyhodnocovéna po 3 dnech.
Pribéh kultivace se fidil ndvodem od vyrobce NBB-B-am média firmou Dohler. Médium
je hnédocervené barvy s pH 5,8, pii poklesu pH pod 4,8 dochazi k barevné zméné na Zlutou,
ktera indikuje pozitivni nalez. Slozeni média je vyrobnim tajemstvim firmy Dohler a z tohoto
divodu nebylo v nasledujicich odstavcich podrobné popsano.

Vyrobee doporucuje technikou stérit z povrchu odebrat vzorky ptimo z vyrobnich
zafizeni v pivovarském provoze. Doporuc¢ené mnozstvi je zhruba 20-30 stérti jedenkrat tydné
v zim¢ a dvakrat tydné v 1été. Vatové tyCinky se vzorkem jsou ze stéru nasledné odlomeny
a vloZeny do média. Kultivuji se v uzavienych zkumavkéach 3 dny za aerobnich podminek
V termostatu pii 27+2 °C. Médium je hnédocervené barvy. Pozitivni nalez je indikovan zménou
barvy na Zlutou pii poklesu pH pod 4,8. Vzorky by se mély kontrolovat po 24 h. Rychlost
zbarveni a nékdy i tvorba plynu koreluje s mnozstvim mikroorganismid ve vzorku,

jak je zobrazeno na Obrazek 6 (EBlinger 2009; Déhler GmbH 2016).

L Ceee—

v v v - Octové bakterie

napt.Gluconobacter

%1 Kvasinky
napt.Saccharomyces, Candida

|| Bakterie mlé&ného kvaseni
" napt. Lactobacillus

g Pectinatus
8 Megasphaera

l E. Coli, Coliforme

+ pozitivni
2 dny

Obrazek 6 Uroven hygieny v zavislosti na barevné zméné vzorku, upraveno dle (Back 2005,
Dohler GmbH 2016)
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Detekce indikatorii bakteridlnich biofilmi charakteristickych pro vyrobu piva byla
provadéna s tydenni frekvenci. Odbéry probihaly vzdy pied pénovanim linky, aby mohla

byt monitorovana a porovnana kvalita hygieny linky i v pribchu staceni.
4.3.1 Pomiicky a material

e Sterilni zkumavky se Sroubovacim uzavérem
e Stojan na zkumavky

e Sterilni stérové tampony (odlamovaci)
e Termostat 27 +£2°C

e Naradi na zdvihani past (Sroubovak)
e Serologicka pipeta (10 ml)

e Pipetovaci palonek

e Jednorazové rukavice

e Lihovy fix

e Seznam odbérovych mist

e 70 % ethanol

e Sterilni fyziologicky roztok

e NBB-B-am médium
4.3.2 Laboratorni priprava

V mikrobilogické laboratofi Vv lamindrnim boxu se vzdy v den analyzy pfipravily

zkumavky s médiem a odbérové stérové tampony.

e Pracovni plocha laminarniho boxu byla vy¢isténa pomoci 70 % ethanolu.

e Vjednorazovych rukavicich bylo pfedmaceno celkem 25 sterilnich stérovych
tamponu ve sterilnim fyziologickém roztoku (cca 0,5 ml) na jeden stérovy
tampon. Pro analyzu bylo potieba 20 kusii + 1 na slepy vzorek a 4 dalsi slouzily
jako zéalozni rezerva pro ptipadnou potiebu.

e Stérové tampoOny se lihovym fixem oznacily ¢isly 1-20 v potadi od nejmensiho
po nejvetsi dle predem vytisknutého seznamu viz Tabulka 3 odbérovych mist

a umistily se do stojanu na zkumavky.
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e Stejnym zplUsobem se oznalily 1 sterilni sklenéné 25 ml zkumavky
se Sroubovanim a rovnym dnem (1-20 + slepy vzorek).

e Prostfednictvim sterilni jednorazové plastové pipety o objemu 30 ml a balonku
bylo napipetovano piesné mnozstvi 10 ml NBB-B-am média do kazdé
zkumavky.

e Zkumavky byly uzavieny a pifemistény do lednice.

Tabulka 3 Seznam vzorkovacich mist

Vysledek | Mikr.
Datum: Cas: 24h | 48h | 72h | OK/NOK | obraz
1. | Plnici ventily A P
2. | Plnici ventily B P
3. | Plnici jehly A P
4. | Plnici jehly B P
5. | Zvonky A P
6. | Zvonky B P
7. | Vypenovac P
8. | Zaviraci hlavy A (povrch) P
9. | Zaviraci hlavy B (povrch) P
10. | Zaviraci hlavy (vnitiek) P
11. | Usti drahy korunek do zaviracky P
12. | Dréha korunek P
13. | Talitky plnice N
14. | Talitky zaviracky N
15. | Hvézda zaviracky N
16. | Vystupni hvézda zaviracky N
17. | Vystupni dopravnik N
18. | Dopravnik pted plni¢em (zvednout) N
19. | Dopravnik pted plni¢em (povrch) N
20. | Vélecky dopravniku pied plnicem N

4.3.3 Odbér vzorka

Po telefonické domluvé s operatorem linky byl dohodnut ¢as odbéru, ktery probihal
zasadné pred pé€novanim a co nejdéle od sanitace. Nasledné byla linka zastavena a oteviely
se dvitka plniciho monobloku. Zde bylo technikou stéru z povrchu odebrano 20 vzorka
dle vzorkovaciho planu.

Pokud to povrch vzorkovaciho mista dovolil, setfelo se 10 x 10 cm pod thlem
30 ° k povrchu (20x zprava doleva a 20x seshora dolit) za sou¢asné rotace vatového tamponu.

V piipadé, Ze bylo odbérové misto mensi, technika stéru se upravila tak, aby se ve vysledku
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odebrala plocha o velikosti cca 1 dm?. U vzorkovaciho mista 18 — Dopravnik pied plni¢em
byl dopravnikovy pas nazdvihnut pomoci Sroubovaku a stér se odebral ze spodni strany pasu.

Nasledné byly vzorky odneseny do laboratoie ke zpracovani.
4.3.4 Zpracovani vzorki

Zpracovani probihalo okamzit¢ po odbéru vzorkd v mikrobiologické laboratofi
V laminarnim boxu Viz Obrazek 7. Zlednice byly vyjmuty ptedpiipravené zkumavky
s kultivaénim médiem a stéry byly Setrné odlomeny a vlozeny do zivného média a uzavieny.
Stejnym zplsobem byl pfipraven i slepy vzorek s ¢istym vatovym tamponem. Zpracované
vzorky byly umistény do termostatu a nechaly se zde inkubovat aerobné 3 dny pfi teploté
27+0,5°C.

7 o e S
‘_ . .-""‘ ,’;:? ]

Obrazek 7 Odebrany vzorek a predpfipravené zkumavky

4.3.5 Vyhodnoceni

Vzorky se v termostatu kontrolovaly vzdy po 24 h od zacatku inkubace. Zména barvy
na zlutou je znazornéna na Obrazek 8. Tato zména byla zaznamenana do formulafe a cela sada
byla vyhodnocena po 3 dnech. Pozitivni vzorky byly piekontrolovany pod mikroskopem a
mikrobiologicky obraz byl zaznamenan do formulare (bakterie, kvasinky, plisn¢). Vysledky

celé sady byly zaneseny do pocitace pro nasledné statistické vyhodnoceni.
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Obrazek 8 Pozitivni zména (zIuta barva) negativni zména

(hnédocervend), slepy vzorek (vpravo dole)
4.4 RT-PCR na analyzatoru GeneDisc

Nékteré vzorky byly s ndhodnou cetnosti vybrany a analyzovany pomoci RT-PCR
na analyzatoru GeneDisc, pomoci sady chemikalii a reagentti uréenych ptimo na detekci pivo
kazicich bakterii. Tato analyza je vysoce piesna, avSak imérn¢ s piesnosti roste i jeji cena.
Z tohoto duvodu byla aplikovana pouze jako doplikova analyza za ucelem dokresleni
celkového obrazu hygieny plnéni. RT-PCR je vhodna pro kvantitativni hodnoceni, ale v této
praci byla vyuzita pro kvalitativni stanoveni pfitomnosti ¢i nepfitomnosti daného druhu
ve vzorku.

Ptistroj GeneDisc Rapid Microbiology Systém byl vyvinut firmou Pall Corporation.
Systém funguje na principu RT-PCR a umoziiuje analyzovat vzorky zhruba do 2 h. Uplatnit
ho lze jak v biofarmaceutickém, tak i Vv potravinaiském pramyslu. GeneDisc analyzator
se sklada z né€kolika pfistroju, a to z vodni ultrazvukové lazné, centrifugy, termobloku, vortexu
a termocykleru.

Pro analyzu pivo kazicich bakterii byl pouzit specialni kit vyvinuty stejnou firmou Pall
Corporation viz Obrazek 9. Souprava obsahovala MasterMix (smés enzymul a reagentll),
Extraction Pack Food 1 (obsahuje predplnéné mikrozkumavky a fedici roztok), GeneDisc Plate

for Beer Spoilage Bacteria (mineralni olej a disky s 6 sektory, kazda po 6 kapilarach).
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Kazdy sektor je predplnén reagenty, inhibi¢ni kontrolou, primery a proby urc¢ené pro detekci
Lactobacillus spp. (L. brevis, L. (para)collinoides, L. backii, L. lindneri, L. acetotolerans,
L. (para)casei, L.coryniformis, L. rossiae, L. parabuchneri, L.perolens a L. plantarum),
Megasphaera spp., Pediococcus spp., Pectinatus spp.

4.4.1 Chemikalie

e Master Mix
e Mineralni olej

e 70 % ethanol
4.4.2 Pristroje a pomucky

e GeneDisc Plate for Beer Spoilage Bacteria

o Pall GeneDisc cyklér

e \ortex

e Centrifuga

e Vodni ultrazvukova lazen

e Topné téleso

e 10-100 pl, 20-200 ul $pic¢ky a automatické pipety
e Extraction Pack Food 1 (Pall)

e Stojan na mikrozkumavky

Obrazek 9 Vlevo fedici roztok, uprostied smés Master Mix a vpravo plotna pro

pivo kazici bakterie
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Piiprava vzorki

Pracovni prostor byl oSetien 70 % etanolem. Béhem ptipravy byly pouzity rukavice
bez pudru. Pted pipetovanim vzorkd do GeneDisc ploten byly rukavice vyménény.
Mikrozkumavky s ptipravenym roztokem (Extraction pack) byly kratce odstredény
na centrifuze. Tento krok se provadi proto, aby se veskera kapalina usadila na dné
microzkumavky.

Nasledné¢ bylo odebrano 200 pul dobtfe promichaného vzorku do microzkumavky

S pfipravenym roztokem.

Obsah mikrozkumavek se pomoci vortexu promichal.

Nasledné byly vzorky odstiedény na centrifuze (5 min na 13.000 rpm).

Mezitim bylo zapnuto odplynéni ve vodni ultrazvukové 14zni, které probihalo
minimaln¢ 2 minuty.

Supernatant byl Setrné odpipetovan. Tento krok odstranil ze vzorku vSechny
potencialni inhibitory a zbytky matrice vzorku.

K vzorkiim bylo ptidano 600 pl fediciho pufru.

Vzorky byly znovu promichany pomoci vortexu.

Nasledné byly vloZeny do vodni ultrazvukové lazné a nasledovalo 8 minut
mechanického rozbijeni bunék pii vykonu 80 %.

Dalsim krokem bylo zahtati vzorkt v termobloku na 102 °C po dobu 10 minut.
Vzorky byly promichany pomoci vortexu.

Nasledovalo posledni odstfedéni (15 s na 13.000 rpm).

Na vy¢isténou plochu byla z obalu vyjmuta GeneDisc plotna s 6 otvory.

Jako prvni se pipetovalo 36 pl MasterMixu (smés primert) do kazdé sekce.

Jako druhy v poradi byl pipetovan hotovy DNA extrakt (supernatant ze vzorku).
Do kazdé sekce 1 vzorek podle ¢isla vzorku v mnozstvi 36 pl. Opétovnym nasatim
do prvni polohy pipety byl vzorek s MasterMixem promichan.

Cely postup je graficky zndzornén nize na Obrazek 10
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‘ min na 13.000
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Obohaceny Napipetujte 200 pl vzorku do Odpipetujte supernatant do
a kultivovany mikrozkumavek a zvortexujte. mikrabinlogickéha adnadn. l I
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VloZte vzorky ’ [ )
Vlozte vzork:
do termobloku Y oution Redici

o nal0 minutna @ do odplynéné < y roztok

Centrifuga 15 s lazné. Na 8 min.

102 °C.

Pridejte 600 pl fediciho
roztoku k bakterialni peleté
[ > a zvortexujte.
GeneDisc Plate

Pipetou do prvni polohy 3x

promichame na plotné DNA
Prvni pipetujte MasterMix

extrakt s Master mixem

Obrazek 10 Grafické znazornéni piipravy vzorkl

444 Analyza

e Po zapnuti piistroje GeneDisc byl do pfistroje naskenovan ¢arovy kod plotny
a MasterMixu. Pfistroj dle kodu rozpoznal druh analyzy a sam ptedpfipravil
program.

e Po zapsani vzorkl bylo zapnuto ptedehiivani termocykleru.

e Systém nasledné vyzyval k dalsim krokim. Po nasazeni hadi¢cky na plotnu
prob&hlo nasati vzorkli do jednotlivych kapilar za soucasného poklepavani
S plotnou (rozbijeni bublinek).

e K vzorkiim byly ptidany 4 kapky mineralniho oleje. Nasadila se hadi¢ka a opét
doslo k nasati vzorka do kapilar i s olejem.

e Spravné rozlozeni vzorkli v jednotlivych kapilarach bylo vizualné
zkontrolovano a plotna byla vloZena do termocykleru.

e V tuto chvili zacal program bézet samovoln¢€. Analyza trva ptiblizn¢ 60 minut.

e Po ukonceni analyzy byly vysledky piekontrolovany a nésledné stdhnuty

na USB disk k dalsimu zpracovani.
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4.5 Zaznam dat a vyhodnoceni

K plnici lince bylo nainstalovano teplotné-vlhkostni ¢idlo typu TEHUM od vyrobce
Bluematic. Cidlo bylo umisténo na sloup 2 m nad zem a cca 3 m od plnice. Pfesnost méfeni
teploty byla + 0,3 °C v rozsahu méfeni od — 35 °C az 60 °C. Pfesnost méfeni relativni vlhkosti
byla + 2 % v rozsahu méteni 0—100 %. Naméiené hodnoty byly odeslany do volné dostupného
softwaru Grafana Labs, ze kterého byly nasledné data exportovany do Microsoft Excel. Data
0 chodu linky byla stazena zinterniho programu IVAMS (Ivanovo Monitoring Systém)
a zpracovana v programu Microsoft Excel.

Vysledna data byla vyhodnocena pomoci korelaéni matice v programu Microsoft Excel
pres funkci (correl). Nasledné¢ byly vypocitany a do grafii zaneseny cetnosti vyskytu

mikroorganismu a jejich procentudlni zastoupeni.
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5  Vysledky

V experimentalni ¢asti mé diplomové prace byly zjiStovany zavislosti mezi Urovni
mikrobialni kontaminace, frekvenci pénovani a mezi vnéj$imi podminkami, na které ma vliv
ro¢ni obdobi. Méfenymi parametry byla troveil kontaminace, vlhkost, teplota, rosny bod,
vyskyt bakterii, kvasinek, plisni a frekvence pénovani. Vzorky byly odebirany kazdy tyden,
pokud to chod linky umoznil. Odbéry vzorkli probihaly v obdobi bfezen az listopad. Odbér
zacal 10. tydnem roku 2019 a koncil 48. tydnem roku 2019 s dvéma vypadky z divodu
odstavky linky a znedostatku kultivacniho média. Béhem 37 tydni bylo odebrano
a kultivovano celkem 740 vzorki. Pro kontrolu média byl v kazdé sad¢é umistén i slepy vzorek,
ktery byl pfipraven totozn¢ s rozdilem pouziti sterilni stérové vatové ty€inky.

Vztahy mezi proménnymi byly vneseny do korela¢ni matice viz Tabulka 4. Z uvedené
matice vyplyva, ze ofekavané korelace mezi proménnymi nedosahly pozadované pritkazné
statistické zavislosti. Byl nalezen stfedné silny korelacni vztah (0,4) mezi parametry: Groven
kontaminace a po¢et pénovani mezi sanitaci a odbérem. Silny korelaéni vztah (0,72) byl nalezen
mezi vyskytem bakterii a 48 h kultivace a zaroven stfedni zévislost (0,49) pfi kultivaci do 72 h.
Ztoho vyplyva, Ze vétSina pozitivnich vzorkli obsahujici bakterie byla pozitivni
do 48 nebo 72 h. Kultivace vzorkii probihala vzdy 3 dny. Po 24 h se vzorky kontrolovaly
a pfipadna barevna zména, diky acidobazickému indikatoru, znamenala pozitivni nélez.
Jak uvadi vyrobce, ¢im diiv probéhne barevna reakce, tim je uroven kontaminace vétsi.
M¢édium je specidln€ vyrobeno pro pivovarsky provoz k detekci indikatorovych bakterii tvotici
biofilm. U kazdého pozitivniho vzorku nasledné probéhla mikroskopicka kontrola vyskytu
konkrétniho druhu mikroorganismu (bakterie, pliseii nebo kvasinka). Stfedné silny korelacni
vztah (0,53) byl zaznamenam mezi vyskytem bakterii a kvasinek. Kvasinky se prakticky
nevyskytovaly samostatné, ale vzdy v pfitomnosti bakterii.

Hypotézou piedpokladany korela¢ni vztah mezi proménnymi (pocet hodin od sanitace,
pocet pénovani nebo pocet hodin od posledniho pénovani ve vztahu k vyskytu
mikroorganismim a urovné kontaminace) zjistén nebyl. Nebyl zjistén ani statisticky vyznamny

vztah mezi teplotou, rosnym bodem, vlhkosti a kontaminaci.
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Tabulka 4 Korelace mezi proménnymi

Pocet
, . N pénovani N D-
korgjt;?r:/ii;ce Kuzltivhace KuAIft;vhace Ku7lt2ivr;';1 € Bakterie Kvasinky Plisné hI;(c)j(.:f)td sa:]ﬁe;ci Il))(())sclztd}rlli?lccl) R(I)Ds;ly Vlt?lgost TEEIOta
(%) sanitace pénovani  bod % SIS
odbérem
Urovei kontaminace (%) 1,00
Kultivace 24 h 0,07 1,00
Kultivace 48 h 0,33 -0,07 1,00
Kultivace 72 h 0,02 0,05 -0,15 1,00
Bakterie 0,31 0,18 0.72 0,49 1,00
Kvasinky 0,19 0,07 0,30 0,41 053 1,00
Plisné 0,08 -0,01 0,08 -0,01 0,06 -0,01 1,00
Pocet hod. od sanitace -0,02 -0,02 0,02 -0,03 -0,01 0,14 -0,03 1,00
Pocet pén. mezi san. a odb&rem 0,40 -0,08 0,21 -0,05 0,13 0,12 0,08 0,43 1,00
Pocet h od posledniho pénovani -0,13 0,00 -0,04 -0,01 -0,05 0,07 -0,03 0,66 0,06 1,00
D-Rosny bod 0,06 -0,02 -0,01 0,06 0,04 0,12 0,02 0,05 0,22 -0,30 1,00
D-VIhkost % 0,16 -0,07 0,10 -0,02 0,06 0,09 0,02 0,56 0,50 0,15 0,54 1,00
-0,05 0,03 -0,06 0,04 -0,01 0,03 0,00 -0,43 -0,20 -0,47 0,71 -0,15 1,00

D-Teplota na stacirné
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Na Chyba! Nenalezen zdroj odkazi. je zobrazen vyvoj tGrovné kontaminace
Vv procentech. Pti vypoctu procent byla zohlednéna i vdha daného vzorkovaciho mista (pfimy
nebo nepifimy kontakt s pivem) a doba kultivace pfi zaznamenani pozitivniho vysledku.
Nepiima mista, napft. talitky a dopravniky, méla vahu (0,35). Pfimé mista, ktera ptichazi do
kontaktu s pivem napf. plnici ventily a jehly, méla vahu (0,65). Pozitivni vzorek do 24 h m¢l
véhu 1, do 48 h, 0,875 a do 72 h 0,625, protoze rychlost barevné reakce je pfimo imérna poctu
mikroorganismti ve vzorku. Pomoci téchto vah pro dand mista a dobu kultivace bylo
zohlednéno riziko zavaznosti daného mista. Napi. pokud by se vzorek z plnicich jehel (pfimé
misto) zbarvil do 24 h, méla by jeho hodnota pfi vypoctu nejvyssi vahu. Limity byly nastaveny
dle pokynii vyrobce kultivaéniho média. Horni mezni limit byl 30 %. Mezni limit, ktery
upozoriiuje na mozné riziko, byl mezi 20 % a 30 % a pod 20 % pozitivnich vzorku se sada brala
jako bezpec¢na, bez rizika sekundarni kontaminace produktu.

Uroven kontaminace, kterd je bezpeéna (< 20 %) se vyskytovala v 43 % viech piipadii.
Nad meznim limitem (20-30 %) se vyskytovalo 41 % pfipadd. V prubéhu letniho obdobi
(kvéten—zafi) jsou na grafu vidét vykyvy, které ptresdhly horni mezni limit v 5 ptipadech

z celkovych 6, coz odpovida 16 % piipadl nad 30 %.
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Graf 1 Vyvoj urovné kontaminace v danych tydnech
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Ve stejném obdobi (kvéten—zaii) doslo k rustu teplot v hale, ktery odpovida i rustu
kontaminace nad 30 % z piedchoziho grafu. Data ovSem nejsou statisticky prikazna, protoze
nebyl zjistén korelac¢ni vztah mezi proménnymi. Cely vyvoj v danych tydnech je zobrazen
na Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.. Dle grafického zobrazeni kiivek je vidét, Ze denni vyvoj
odpovida primérnému vyvoji teplot v tydnu. Denni pramér teplot byl 23,99 °C a tydenni
pramér byl 23,22 °C. Primér teplot v obdobi (kvéten—zaii) byl 25,54 °C denni a 25,04 °C
tydenni. Maximalni denni teplota byla 30,8 °C v tydnu od 22. Cervence a maximalni tydenni
teplota byla 28,57 °C ve stejném tydnu. V tomto tydnu byla kontaminace nejnizsi, pouze 4 %,

ale predchozi tyden dosahovala signifikantnich 47 %.
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Vyskyt mikroorganismi na jednotlivych vzorkovacich mistech zobrazuje Chyba!
Nenalezen zdroj odkazii.. Kazdy pozitivni vzorek byl mikroskopovan. Z mikroskopického
obrazu byl stanoven vyskyt bakterii, kvasinek ¢i plisni. Nejcastéjsi skupinou byly bakterie.
Kvasinky se vyskytovaly vzdy v pfitomnosti bakterii. Na pfimych mistech (pozice 1-12) bylo
celkem 34 % pozitivnich ptipadd a na nepiimych mistech (pozice 13-20) bylo zbyvajicich 66
%. Z grafu vyplyva, Ze kontaminace roste postupné s prubéhem plnéni. Pfed vypénénim lahve
je kontaminace relativné nizka do 10 ptipadi a po naplnéni a vypénéni je vidét linearni rist az
K poslednimu mistu. Posledni vzorkovaci misto (vystupni dopravnik) bylo zaroven misto
S nejvyss$im poctem vyskytu mikroorganismi. Z grafu tedy vyplyva, Ze nejrizikovéjSim ptimym

mistem z hlediska sekundarni kontaminace produktu je zaviracka.
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Graf 3 Vyskyt mikroorganismi na jednotlivych vzorkovacich mistech
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Druhové zastoupeni pivo kazicich bakterii v biofilmu bylo testovano na 16 pozitivnich
vzorcich pomoci RT-PCR. Kvalitativni vysledky pfitomnosti ¢i nepfitomnosti jednotlivych
druhti byly zpracovany do jednoduchého grafu viz Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.. Z
celkovych 16 piipadu se nejcastéji vyskytoval L. brevis (68,8 %), byl pfitomen v 11 vzorcich.
Nasledné L. (para)collinoides (62,5 %) a Pediococcus spp. (62,5 %), L. group (56,3 %) neboli
(L. casel, L. paracasei, L. coryniformis, L. rossiae, L. parabuchneri, L. perolens a L. plantarum,
L. backii (56,3 %), L. acetotolerans (50,0 %), Pectinatus spp. (25 %), Megasphaera spp. (6,3

%), L. lindneri se nevyskytoval.
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Graf 4 Druhové zastoupeni pivo kazicich bakterii v biofilmu
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6 Diskuze

V dnesni moderni dobé jsou na potraviny kladeny rizné legislativni pozadavky
od druhu oballi az po slozeni a znaceni jednotlivych vyrobkl. Hlavnim a nejdilezitéjsim
kritériem je a vzdy bude zdravotni nezavadnost. Tento pozadavek musi byt splnén u vsech
potravin uvadénych na trh. Zaroven je to hlavni cil potravinové legislativy Ceské republiky
i legislativy Evropské unie. Pro zaji$téni zdravotni nezavadnosti na celém trhu jsou zavedeny
rizné preventivni postupy, jako je napf. systém analyzy kritickych bodi HACCP (Hazard
Critical Control Points), spravna vyrobni a hygienické praxe (Parlament Ceské republiky 1997).

Z tohoto duvodu se fizeni rizik mikrobialni kontaminace stalo jednim z hlavnich
pfedmétt kontroly kvality v potravinaiskych provozech. Rozsahla bakterialni kontaminace
Vv pivovaru by neméla byt zivot ohrozujici, protoze pivo je charakteristické médium, ve kterém
bakterie zptisobujici alimentarni onemocnéni nerostou (Storgards et al. 2006b). Avsak nékteré
druhy jako napt. Bacillus cereus lze z piva alespon izolovat. V zajimavé brazilské studii
z celkovych 163 vzorkd nealkoholickych piv védci izolovali 260 sporotvornych bakterii.
Nejpravdépodobnéjsim zdrojem byly pouzité suroviny (slad, voda nebo surogaty). Pouze 5 %
bakterii obsahovalo geny horA a horC, ve kterych je kddovana schopnost kazit pivo.
V nasledujicim testu nebyla tato schopnost u vybranych izolatd potvrzena (Munford et al.
2017). V pivu se pomnozuji a kazi ho tzv. pivo kazici bakterie, mezi které se fadi pfedevsim
Lactobacillus spp., Pediococcus spp., Pectinatus spp., a Megasphaera spp. (Back 2005).
Bakterialné€ zkazené pivo je charakteristické mléénym zakalem a fadou senzoricky nezadoucich
pacht a chuti, jako napf. maselné aroma zpuisobené vyssim mnozstvi diacetylu (Sakamoto &
Konings 2003).

Primarni kontaminace pochdzi z pouZitych surovin, vyrobnich zatizeni, CKT tanki
¢1 Z kontaminované propagace kvasnic. Mikrobidlni kontaminace pochazejici z vychozich
surovin je zahubena jiz béhem vyroby mladiny pfi vystirdni a chmelovaru. RizikovéjSim
technologickym krokem na mikrobidlni napadeni je kvaseni mladiny, kdy dochazi
k pomnozovani pivovarskych kvasinek. Zvrhlé kvaseni celé varky je silné nezadouci a z tohoto
divodu dochazi k pravidelnym rozborim a kontrole kvaseného dila. Piipadnd nezadouci
kontaminace vznikla béhem kvasSeni byva utlumena nasledujicimi kroky, jako je filtrace
a pasterace. Diky existenci téchto regulacnich krokli nebyva priméarni kontaminace v urcité
mife natolik zavazna oproti sekundarni kontaminaci (Storgards 2000; Vaughan et al. 2005).
Z pohledu Backa (1997) je mnohem rizikov¢jsi sekundarni kontaminace probihajici ve staceci

hale, ktera zptisobuje az 50 % piipadi mikrobiologicky znehodnoceného piva. Pfi testovani
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80 kusti hotovych piv z 19 minipivovarl, jeZ nebyly pasterované, dosahovala urovei
kontaminace pivo kazicimi bakteriemi az 30 % (Menz et al. 2010). Moznou sekundarni
kontaminaci se zabyvala i tato diplomova prace. Konkrétné byla zamétena na troven hygieny
plnici lahvové linky z pohledu tvorby biofilmu na povrsich vyrobniho zatizeni, protoze biofilm
planktonické bunky (Kubota et al. 2008). Analytické rozbory piva lze bézn¢ zméfit v provozni
laboratofi do n€kolika hodin. S podobnou rychlosti se u biologické kontroly bézn¢ bohuzel
nesetkdme. Klasické kultivacni metody dokazou prvni kolonie kvasinek odhalit po 48 h.
Grampozitivni mlééné bakterie, které predstavuji riziko mikrobialniho kazeni, jsou na pidach
detekovatelné po 5-7 dnech (Hollerova & Kubizniakova 2001).

V této praci bylo pro detekci biofilmu na staceci lince v pivovaru pouzito specialné
vyvinuté kultivacni médium NBB-B-am, které slouzi k detekci indikatorovych bakterii.
Vyhodnoceni trovné kontaminace linky probihalo po 3 dnech. Jedna se o metodu
retrospektivni, na kterou nelze v kriticky moment v prubéhu staceni dostateéné rychle reagovat.
Linka byla nasledné v provozu dalSich 72 h a mezitim uz probéhlo nékolik sad ¢isténi a plnéni.
Nelze tedy provadét okamzita opatieni. Je vS§eobecné znamo, ze rist bakterii a tvorba biofilmu
je prevazné zavisla na dostupnosti Zivin, prostiedi, teplot¢ a vlhkosti. Rosny bod, teplota
i vlhkost jsou velice jednoduse fyzikalné méfitelné parametry vnéjSiho prostiedi. Z vyse
zminénych diivodli byla sestavena hypotéza, kterda méla potvrdit tento vztah a umoZnit
tak rychlejsi pfedvidatelnost hygieny plnéni na zakladé okamzité méfitelnych parametri
frekvence Cisténi, vlhkosti, teploty a pfipadné i rosného bodu. S hypotézou, ze letni obdobi
ovlivituje perzistenci pivo kazicich bakterii v hale, souhlasi i Back (1994). S vlivem vné&jSiho
prostiedi stdCeci haly na vyskyt mikroorganismu a tim padem i se zvySenym rizikem sekundarni
kontaminace souhlasi i Timke et al (2005) a Maifreni et al (2015). Vysledky této prace vSak
nebyly dostatecné statisticky prukazné a nebyl prokdzan vztah mezi vybranymi vnéjSimi
podminkami (vlhkost, teplota, frekvence pénovani...) a urovni kontaminace. Z graft je vSak
patrné, ze vysoké teploty v hale v letnim obdobi kvéten az zafi podpofily vyvoj biofilmu.
V tomto obdobi se vyskytovalo 5 piipadt z celkovych 6, kdy troven kontaminace presahla
signifikantnich 30 %. Pravdépodobné jednim z diivoddl, pro¢ nevyslo statistické vyhodnocenti,
byl nevhodné zvoleny pomér vysledka kultivace k naméfenym vnéjs§im podminkam v hale.
Hypotéza nebyla prokéazana.

Rychlou metodou detekce bakteridlniho biofilmu kontaminujiciho plnici zafizeni

V pivovaru se pokouSeli vyvinout i védci z Brna. Konkrétné se zabyvali hmotnostni
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spektrometrii s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti matrice s praletovym analyzatorem
ve zkratce MALDI-TOF MS. Nejdiive rozsifili databazi o 58 Cistych izolatl a nasledné
otestovali 4 metody pifimé detekce izolovan¢ho biofilmu. Ziskana spektra se ovSem
neshodovala s databazi (Vavrova et al. 2014). Podobné studie zaméfené na tuto metodu
provedli i Kern et al. (2014) a Wieme et al. (2014).

Rychlou metodou stanoveni pivo kazicich bakterii, ktera by byla pro komer¢ni pivovary
realnd a v praxi pouzitelna, je analyza pomoci PCR. V této praci byla vyuzita RT-PCR, protoze
se jedna o relativné rychlou, zhruba ¢tythodinovou analyzu, avsak zarovei se jedna o finan¢né
naro¢n&jsi metodu detekce. Z tohoto diivodu byla v praci vyuzita jako doplitkova analyza pro
dokresleni predstavy o slozeni biofilmu.

Monitoringem a slozenim bakteridlnich biofilmid na staceci lince minipivovaru
se zabyvali i1 védci z Italie. Zjistili, Ze biofilmy v tomto prostfedi maji vysoky stupeii
mikrobidlni diverzity a jsou potencidlné rizikové, protoze obsahuji i pivo kazici bakterie. Navic
dosli ke zjisténi, ze zraly biofilm nebyl dezinfekénim prostiedkem na nerezové oceli dostate¢né
inaktivovan (Maifreni et al. 2015).

Uspokojivou kvalitu &isténi v Ceské republice potvrzuje i &tyileta studie, kterd byla
provedena Vyzkumnym ustavem pivovarskym a sladaiskym v 16 pivovarech. Postupné
odebirali vzorky zriznych fazi vyroby. V zavéru shrnuji, ze hygiena pivovari je dobra
a nejcastéjsim druhem mlééné bakterie byl L. brevis (Hollerova & Kubizniakova 2001).
V Cinské studii byl zastoupen rod Lactobacillus v 67,8 % (Zheng et al. 2018). Ve studii
zkoumajici hotova piva z minipivovara byl taktéz necast&jsim druhem L. brevis (Menz et al.
2010). S vysledkem se shoduje i tento experiment, kdy se pomoci RT-PCR podafilo zjistit
piitomnost L.brevis v 68,8 % ptipadii analyzovanych vzorki. O trochu vétsi zastoupeni
naméfili némecti védci v bakteridlnich izolatech z némeckych piv, kde dominoval v 75 %
(Riedl et al. 2019). V rozsahlé sedmileté studii byl taktéz nejCastéjSim druhem bakterie
ato s 41,9 % (Schneiderbanger et al. 2018).

Tato rychla metoda zalozena na amplifikaci genetické informace se vyuziva predevSim
v ptipadech, pokud chceme detekovat striktné anaerobni bakterie, obzvlasté rody Pectinatus
a Megasphaera, které jsou obligatné pivo kazici. Kvili jejich metabolismu jsou pomoci
klasickych filtracnich a kultivacnich metod prakticky nedetekovatelné. V piipadé stéru
Z povrchu je jejich viabilita limitovdna kontaktem s kyslikem pfi samotném odbéru vzorkd.
Vyskyt striktnich anaerobli v pivu se zvySuje se stale se zlepSujici technikou plnéni, jejimz

cilem je pfedevsim snizit obsah kysliku na minimum (Matoulkova 2008). V rozsahlé sedmileté
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studii se diky RT-PCR podafilo identifikovat striktné anaerobni rody, jez se vyskytovaly
v signifikantnich 95 % ptipadii jako sekundarni kontaminanty hotového piva, konkrétn€ spodné
kvaSenych piv (Schneiderbanger et al. 2018). V Anglické studii bylo analyzovano 117 vzorku
z ruznych ¢asti vyroby. Rod Pectinatus se vyskytoval v 6 vzorcich a Megasphaera ve 3.
Nejcetngjsi zastoupeni mél rod Lactobacillus s celkem 34 pozitivnimi vzorky (Paradh et al.
2011). V této diplomové praci se taktéz diky RT-PCR podafilo stanovit striktni anaeroby,
konkrétné ze vzorkl stérti z povrchu plniciho lahvového zatfizeni. K analyze byly vybrany
vzorky, které se jevily jako nejvice kontaminované dle stupné zakaleni, zapachu ¢i rychlosti
zbarveni média. Z celkovych vybranych 16 vzorki se Pectinatus spp. vyskytoval v 25 %
a Megasphaera spp. v 6,3 % piipadi. Tato Cisla vypovidaji o delsi akumulaci biofilmu
na vyrobnim zafizeni, jelikoZ tyto striktni bakterie jsou schopny ptezivat pouze v pokrocilych
fazich, kdy je ve stfedu biofilmu diky ostatnim bakteriim vytvofeno anaerobni prostfedi. Adhezi
striktnich anaerobu se zabyvala studie in vitro, ktera potvrdila, Ze tyto bakterie jsou béZznou
soucasti pivovard a jejich perzistence je velice bézna. Po sanitaci navrhuji vyuziti oplachd
alkalickou vodou, jelikoz zasadit¢ pH mélo signifikantni vliv na jejich pfilnuti k povrchu
(Bittner et al. 2016).

Cilem této diplomové prace bylo optimalizovat rezim pénovani na staceci lince pivovaru
tak, aby byla zachovéna bezpetna provozni hygiena linky, ale zaroven aby nedochézelo
Kk zbyte¢nému plytvani chemikaliemi, vodou, energiemi a lidskou pracovni silou. Pénovani
je soucast automatického CIP ¢isténi. Vysledky ohledné urovné kontaminace v této praci byly
uspokojiveé, protoze 43 % vysledkl bylo pod meznim limitem, 41 % bylo nad meznim limitem,
ale stale ne Vv kritické oblasti. Bylo zaznamenano pouze 6 pfipadi nad meznim limitem
30 % kontaminace a 5 z nich v letnim obdobi kvéten az zafi. Limity byly stanoveny na zékladé
doporuceni od vyrobce. Kazdy provoz je vSak jiny a z ur€itého mnozstvi dat v ¢asech lze tyto
limity upravit a aplikovat na dany provoz. Namétené vysledky ukazuji na uspokojivou kvalitu
pénovani a zvladnuti hygieny plnéni. Navic nebyla v daném obdobi zaznamenana Zzadna
reklamace na zkazené lahvové pivo. Dobrou hygienu potvrzuji i vysledky finalnich produkti,
které se pravidelné mikrobiologicky kontroluji. Stale je zde ale velky potencial pro zlepSeni,
prevazné tedy v letnim obdobi. Pénovani probihé pravidelné po 8 h v zimnim obdobi a v letnim
obdobi po 6 h. Z vySe uvedenych vysledkt by bylo vhodné zvazit doplikovou kontrolu
v rizikovém letnim obdobi. Tou by mohl byt odbér pomoci ATP stérti v pravidelnych

intervalech. Tyto odbéry by nam v kritickém obdobi mohly poskytnout rychlou zpétnou vazbu
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a umoznit tak reagovat v fadu nékolika hodin. Studie zabyvajici se pouze pénovanim a tvorbou
biofilmu nebyly nalezeny. Je tedy nutné se na €isténi a hygienu plnéni divat komplexnéji.

Celkové vysledky této prace pravdépodobné ovlivnila i protilehld linka K36,
ktera se nachéazela ptfimo naproti zkoumané lince K60. Linky nepracuji ve stejném rezimu,
je tedy mozné, ze pokud dochazelo v prub&hu plnéni linky K60 zaroven k uklidu ¢i sanitaci na
lince K36, dochazelo tak k nahodnym ovlivnénim vnéjsich podminek. Dal§im faktorem, ktery
mohl ovlivnit prabéh vysledkd, je setfizenost vyp€novani, provoz tunelové pasterace, tlakové
Cisténi podlah a lidska prace. Haikara a Helander (2006) uvadi, Ze vnéjsi podminky v hale,
napt. i cirkulace vzduchu nebo nesanitované dopravnikové pasy, mohou byt pficinou rychlé
rekontaminace plnice. Toto tvrzeni uvadi ve své praci i Matoulkova et al (2012) a Zheng et al
(2018). Rozdilnost ve sloZeni biofilmu mezi plnicimi linkami dvou riiznych pivovarid potvrzuje
i studie od Timke et al. (2005b). Toto zjisténi potvrzuje, ze kazdy pivovar ma vlivem vné&jsich
podminek na staéirné svoje jedine¢né zastoupeni bakterialnich druhti (Zheng et al. 2018).

Rychlosti rekontaminace linky se zabyvala finska studie, ktera testovala noveé
instalované sterilni ¢asti plni¢e z nerezové oceli a rychlost ristu biofilmu. Studie probihala
celkem 8 tydnt ve dvou pivovarech na 8 lahvovych a na 3 plechovkovych plni¢ich. Vysledky
ukazuji, Ze primarni faze biofilmu se zacala tvofit na nov¢ instalovanych sterilnich ¢astech mezi
2—12 h od zac¢atku produkce. Zajimavym zjisténim bylo, ze plechovkové plnice vykazovaly
signifikantné mensi nachylnost k tvorbé biofilmt, a bylo doporuc¢eno redukovat mnozstvi
horizontalnich ploch v konstrukci plni¢e pro mensi riziko akumulace kontaminace bé¢hem
plnéni (Storgards et al. 2006b). Ve studii analyzujici primarni kolonizatory plnice
po provedeném ¢isténi se az v 71 % vyskytoval Acinetobacter spp., a dokonce vykazoval
pevnéjsi adhezi na nerezovou ocel nez vétsina ostatnich mikroorganisma (Lipski 2005). Dalsim
moznym druhem podilejici se na rychlé rekolonizaci vyc€isténych povrchii plnici linky
je Chryseobacterium spp. Na tuto bakterii se ve svém vyzkumu zamétil Herzog et al (2008).
Primarnimi kolonizatory jsou tedy octové bakterie, Acinetobacter ¢i Chryseobacterium spp.
Jedna se vsak o aerobni bakterie, které v této praci zkoumany nebyly.

V experimentu se Vv analyzovanych vzorcich vedle bakterii vyskytovaly i kvasinky.
Ve stoceném filtrovaném a pasterovaném pivu se jako kontaminanty povazuji vSechny druhy
kvasinek, jak divoké, tak i kulturni pivovarské kvasinky. Mezi vyskytem bakterii a kvasinek
byla zjisténa korelace (0,53), ktera udava stfedni zavislost mezi proménnymi. Ve vSech
pozitivnich piipadech se kvasinky vyskytovaly vzdy v piitomnosti bakterii. Tato skute¢nost

je pravdépodobné dana tim, ze kultivaéni médium NBB-B-am je vyrobeno primarné
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pro detekci indikatori pivovarského biofilmu, kterym nejcastéji byvaji primarni adherujici
bakterie. Ptitomnost divokych kvasinek v biofilmech izolovanych ze dvou pivovart prokazala
studie od Timke et al. (2008). Vysledky wukazaly pfitomnost pievazné
Saccharomyces cerevisiae (46 %) a dale pak Candida spp. (24 %). Tyto kvasinky v pfitomnosti
pivo kazicich bakterii izoloval z biofilmu i Storgards et al. (2006b).

V ramci zlepSeni efektivity CiSténi a omezeni adheze bakterii na povrchy se aktualni
vyzkum zabyva vyuzitim nanocastic a nanomateriali. Nékolik studii se zaméfilo na tyto ¢astice,
které¢ by mohly slouzit formou ochranné vrstvicky na nerezové oceli vyrobnich zafizeni.
Hypotéza udava, ze tato vrstva bude schopna snizit rozvoj bakterialni kontaminace a tim snizit
naklady na zdroje, chemikalie, ¢as a pracovni silu pfi ¢isténi zafizeni (Fujishima et al. 2008).
Nad¢jné byly laboratorni studie vyuzivajici oxid titanicity S riznu kombinaci dalSich sloucenin
(Sunada et al. 2003; Allion et al. 2007; Ratova et al. 2013; Naik & Kowshik 2014). Tyto metody
se snazil aplikovat i Priha et al. (2015) v in situ studii v pivovaru na jedné lahvové a jedné
plechovkové lince. Jejich vysledky vSak nepotvrdily Gspésné vysledky z in vitro studii.

Staceci hala v pivovarském provoze nebude nikdy sterilnim prostiedim. Proces plnéni
lahvi je a bude vzdy rizikovy, protoze rychle rotujici dopravniky, vypénovani a oplach lahvi
umoziuji aerosolaci, diky které se usnadiiuje pohyb bakterii po celém provoze. Vnéjsi
podminky jsou bohuzel vlivem nepravidelnych a nahodnych jevi (neplanovana zastaveni,
porucha, mimotadné ¢isténi atd.) nepiedvidatelné. Do tohoto procesu znacné zasahuje i lidska
prace, proto by se mélo dbat prevazné na prevenci a na striktni dodrZzovani provoznich
a hygienickych pravidel. M¢lo by se dbat i na pravidelné Skoleni a edukaci zaméstnanct.
Pievazné pak v letnim obdobi, kdy dochazi k naristu teplot, které se udrzuji po delsi dobu
na optimalni teploté pro rust pivo kazicich bakterii. Do budoucna by bylo lepsi se zaméfit
na proces ¢isténi komplexnéji, tedy nejen na pénovani, coz je pouze jedna z ¢asti. Z vyse
zminénych Udaji vyplyva, Ze rekontaminace vyrobniho zafizeni je velice rychly d&j, ktery je

zavisly na hygiené a postupech v celé staceci hale.
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[ Zavér

V této diplomové praci byla nalezena korelace mezi vyskytem bakterii a kvasinek
v jednom vzorku stim, ze mnozstvi pozitivnich vzorkii bylo nejvys$i na poslednim
vzorkovacim misté na vystupnim dopravniku. To odpovida faktu, Ze kontaminace jednotlivych
¢asti plni¢e kopirovala technologii plnéni, kdy za vypénénim lahve dochazelo k nartistu
pozitivnich vzorkl. Bylo zjisténo, ze nejrizikovéjsi Casti plnice je zaviracka, ktera je oznaCena
jako misto, které stale jesté prichazi do kontaktu s pivem.

Detekce striktnich anaerobd je v provozu kultivaéné naro¢na, a pokud se chceme
zaméfit na konkrétni druhy, bude nejvyhodnéjsi zvolit RT-PCR, ktera tyto striktni anaeroby
ve vybranych vzorkach detekovala. Uroven kontaminace v pivovaru byla dostacujici, neni tedy
nutné ménit rezimy peénovani, avSak proménlivé a nepredvidatelné vnéjsi vlivy mohou
urychlovat rekontaminaci plni¢e hlavné v letnim obdobi. Pfestoze se v letnich mésicich
vyskytly ur¢ité vykyvy, nebyla zaznamenana zadna reklamace na zkazené lahvové pivo. Navic
je kazdy finalni vyrobek mikrobiologicky kontrolovan.

Pouze z monitoringu vnéjSich vlivii Vv riznych ro¢nich obdobich, jako je vilhkost,
teplota, rosny bod, frekvence pénovani, pocet hodin od posledniho pénovani atd., nelze
predpovidat vyvoj urovné kontaminace. Hypotéza nebyla prokazéna. Staceci hala je totiz

dynamicky se ménici prostiedi, které ovlivituji velkou mérou ndhodné neptedvidatelné vlivy.
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9  Samostatné prilohy

9.1 Priloha 1 - Vzorkovaci mista

1. | Plnici ventily PRIMY
A (nad jehlou)

ol gl V.'l’lq e

2. | Plniciventily | PRIMY
B (nad jehlou)

3. | Plnicijehly A | PRIMY

4. | Plnicijehly B | PRIMY




Zvonky A PRIMY

Zvonky B PRIMY

Vypénovac PRIMY




8. | Zaviraci hlavy | PRIMY
A (povrch)

9. | Zaviraci hlavy | PRIMY
B (povrch)

10. | Zaviraci hlavy | PRIMY

zevnitf




11. |  Usti drahy PRIMY
korunek do
zaviracky

12. | Draha korunek PRIMY




NEPRIMY

NEPRIMY

Talitky plnice

Talitky

zaviracky

13.

14.




15. Hvézda NEPRIMY
zaviracky
-
—_
=
-
,‘
16. Vystupni NEPRIMY
hvézda
zaviracky

Vi




17. Vystupni | NEPRIMY
dopravnik

18. Dopravnik NEPRIMY
pted plnicem
(zvednout
dopravnik)

19. Dopravnik NEPRIMY
pred plni¢em
povrch

20. | Valetky pted | NEPRIMY
plnicem

Vil




