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Raka-Ray-Nahrboden

Zur Isolierung von “Milchsdurebakterien” aus Bier und
Brauereiprodukten.

Der Nahrboden entspricht den Empfehlungen der Ame-
rican Society of Brewing Chemists (ASBC)' und der Euro-
pean Brewing Convention (EBC)>.

Raka-Ray-Nahrboden-Basis

Art.-Nr. CM 777
Typische Zusammensetzung (g/l)
Hefeextrakt 5.0
Caseinpepton 20,0
Leberkonzentrat
(getrockneter Leberextrakt) 1,0
Maltose 10,0
Fructose 50
Glucose 5.0
Betain 2,0
Diammoniumhydrogencitrat 2,0
Kaliumaspartat 25
Kaliumglutamat 25
Magnesiumsulfat 2,0
Mangan(ll)-sulfat 0,66
Dikaliumydrogenphosphat 2,0
N-Acetylglucosamin 0,5
Agar 17,0
pH 5,4 +0,2
Supplementierung pro Liter
“Tween" 80 10,0 ml
Cycloheximid 7,0 mg
2-Phenylethanol 3g

Zubereitung

77,1 g Raka-Ray-Ndhrboden-Basis in 1 | Aqua dest. sus-
pendieren. 10 ml “Tween" 80 und 7 mg Cycloheximid
hinzuftigen und mischen. 15 Minuten bei 121°C auto-
klavieren. Auf 50°C abkiihlen, 3 g 2-Phenylethanol asep-
tisch hinzufligen und mischen. Platten gieRen oder den
N&hrboden in Volumina zu je 4 ml mdglichst kurz bei
50°C halten, wenn die Overlayer-Technik angewandt wer-
den soll.

Beschreibung

Raka-Ray-Selektivnahrboden basiert auf der Zusammen-
setzung von Saha, Sondag und Middlekauff? und dient
zum Nachweis von “Milchsdurebakterien” aus Bier und
Brauereiprozessen. Seine Verwendung wird durch die
American Society of Brewing Chemists (ASBC)' und die
European Brewing Convention (EBC)? empfohlen.
Lactobazillen, die bei Brauereiprozessen vorkommen, kén-
nen durch ihre Wachstums- bzw. Stoffwechselprodukte
den Geschmack stark beeintrdchtigen. Ihr Nachweis ist
durch die divergierenden Néhrstoff- und Anzuchtbedin-
gungen kompliziert. Es wurden jeweils viele verschiedene
Zusammensetzungen von Nahrboden beschrieben, um
sich den optimalen Bedingungen anzundhern.

Der Raka-Ray-Selektivnahrboden ist entwickelt worden,
um den Herstellungsprozel? des Bieres in bezug auf ein
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breites Keimspektrum einschlieRlich der Pediokokken
schnell und genau steuern zu kénnen.

Es wurden Untersuchungen durchgefihrt, bei denen dem
Universal-Bier-Agar verschiedene Kombinationen von
wachstumsstimulierenden Agenzien zugefligt wurden. Im
Vergleich zum nicht modifizierten Universal-Bier-Agar
erbrachte eine Anzahl von Substanzen wie z. B. “Tween"
80, Leberextrakt, Hefeextrakt und N-Acetylglucosamin
bessere Ergebnisse in bezug auf KoloniegroBe und -zah-
len sowie Bebriitungszeiten.

Diese Untersuchungen bildeten die Basis fiir die Zusam-
mensetzung des Raka-Ray-Selektivndhrbodens. Er ent-
halt “Tween" 80 als allgemeinen Wachstumsstimulator ftir
“Milchsiurebakterien"#, Fructose als essentielle Kohlen-
hydratquelle fir Lactobacillus fructivorans® und Maltose,
das die Isolierung von Lactobacillen ermdéglicht, die Glu-
cose nicht verwerten konnten®.

Anderungen der hier vorgestellten Raka-Ray-Zusam-
mensetzung sind verbreitet und sollen bestimmte Keime
besonders im Wachstum férdern. Pediokokken scheinen
eine universelle Fahigkeit zur Glucoseverwertung zu besit-
zen’. Ein teilweiser Ersatz des Fructosegehaltes durch Glu-
cose ist beschrieben worden.

Die Selektivitdt des Ndhrbodens erhdht sich durch die
Zugabe von 2-Phenylethanol (3 g/I) zur Hemmung gram-
negativer Bakterien und von Cycloheximid (7 mg/l) zur
Hemmung von Hefen?®.

In einem Uberblick tiber die Leistungsfahigkeit verschie-
dener Néhrboden stellten Van Keer et al.® fest, dafl mit
Raka-Ray-Selektivnahrboden die héchste Koloniezahl iso-
liert wurde. Von 30 Lactobacillus-Stdammen unterschied-
licher Herkunft konnte mit Hilfe dieses Nahrbodens unter
semi-anaeroben Bedingungen innerhalb von 48 Stunden
die groBte Anzahl an Stimmen angezogen werden.

Bei einem Vergleich des Raka-Ray-Selektivndhrbodens
mit dem MRS-N&hrboden stellten Hsu und Taparowsky?®
fest, daB der Raka-Ray-Selektivnahrboden fir Pediococ-
cus cerevisiae besser, dagegen weniger fir Lactobacillus
gayonii geeignet war. In einer anderen Studie verglichen
Hug, Schlienger und Pfenniger'® den Raka-Ray-Selektiv-
néhrboden mit mehreren anderen Lactobacillus-Nahrbo-
den einschlieBlich MRS- und Saccharose-Nahrboden und
kamen zu dem SchluB, daB der Raka-Ray-Selektivnahr-
boden und der MRS-N&hrboden die besten Ergebnisse
erbrachten.

Kulturverfahren
Oberflachenbeimpfung

1. 0,1 ml der Probe auf Raka-Ray-Selektivnahrboden
ausstreichen.

2. Bei 25-30°C unter anaeroben Bedingungen bebriiten.
Die Bebriitung sollte im Anaerobiertopf (OXOID, Art.-
Nr. AG 25 bzw. HP 11) mit dem AnaeroGen (OXOID,
Art.-Nr. AN 25 bzw. AN 35) zur Erzeugung einer anae-
roben Atmosphdre erfolgen. Alternativ kann die Probe
auch filtriert und das Membranfilter auf der Nahrbo-
denoberflache bebriitet werden.

Overlayer-Technik
1. Platten mit jeweils 15-20 ml Raka-Ray-Selektivnahr-

boden nach Vorschrift zubereiten.
2. Jeweils 4 ml sterilen Raka-Ray-Selektivndhrboden
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aseptisch in kleine Rohrchen abfillen und im Wasser-
bad bei 50°C halten.

3. Jeweils 1 ml der Probe mit 4 ml fllissigem Raka-Ray-
Selektivndhrboden mischen und sofort auf den festen
Platten ausgieRen, um auf diese Weise Einzelkolonien
zu erhalten.

4. Unter anaeroben Bedingungen bei 25-30°C im Anae-
robiertopf (OXOID, Art.-Nr. AG 25 bzw. HP 11) mit
dem AnaeroGen (OXOID, Art.-Nr. AN 25 bzw. AN
35) bebriiten.

Die Kolonien wachsen in der oberen, diinnen Oberschicht
und koénnen fur weitere Untersuchungen leicht einzeln
abgenommen werden.

Bebriitungsbedingungen

In der Regel reicht eine Bebriitungsdauer von 4 Tagen
aus; einige Keime kénnen bis zu 7 Tagen benétigen.
Aufgrund der mannigfaltigen Wachstumsbedingungen
von Lactobazillen kann eine mikroaerophile Atmosphare
von Nutzen sein, die durch den CampyGen (OXOID, Art.-
Nr. CN 25 bzw. CN 35) im Anaerobiertopf (OXOID, Art.-
Nr. AG 25 bzw. HP 11) erreicht wird.

Lagerung und Haltbarkeit
Trockenndhrboden:

Fest verschlossen, lichtgeschiitzt, 10-25°C.
Haltbarkeit: siehe Etikett.

Qualitatskontrolle
Positivkontrolle

Lactobacillus fermentans ATCC 9338
Negativkontrolle

Escherichia coli ATCC 25922

Zusatzliche Hinweise

Beim Zusatz von Cycloheximid sind die “Allgemeine Richt-
linien zur Verwendung von OXOID Trockenndhrbdden”
zu beachten.
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