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Problémem kontaminace pti lithovém kvaSeni se
dosud zabyvalo malo autordi. Jsou to vétsinou starsi
prace na pf. Henneberga [1] a Lindnera [3]. Z nasich
autord se timto problémem zabyvaji Hulaé [3] a Dyr
[4]. Orla Jensen [5] se mléénymi bakteriemi zabyva
velmi podrobng, avsak jeho prace nema pies znac-
hou obsahlost k melasovému, lihovarstvi pHmy
vztah.

Soustavnym studiem infekce se zabyvame od r.
1952 ve Vyzkumném ustavu kvasného prumyslu.
Isolovali jsme Cetné hrubé kultury nejen piimo
z kvasicich a prokvasenych melasovych zapar
v riiznych primyslovych lihovarech, ale také z me-
las razného phavodu a z laboratornich kvasnych
zkousek. Pii téchto isolacich byly soutasné sledo-
vény zavislosti k pribéhu kvaSeni a k technolo-
gickému postupu.

Mo#nosti infekce jsou dany technologickymi po-
ctupy. V soucasné dobé pracuje vétSina zavodu
vratnou separaci kvasinek podle Boinota, kiera ma
tyto vyhody: ¥

a) rychly pribéh kvaseni,

b) start kvaSeni v silné kyselém prostiedi,

c) odstranovéni specificky leh¢ich mrtvych bunék

a bakteridlni infekce,

d) kyselou tazen za pouZiti kyseliny sirové (event.

solné) nebo smési. Zde ziistava zfedény cen-

trifugat pii pH 1,8—22 po dvé aZ tfi hodiny -

stat, &imZ se urcité mmnoZstvi infikujicich bak-
terii, snagejicich hfite kyselé prostiedi nez
kvasinky bud usmrti, nebo se jejich virulence
podstatné snizi.

Pii vratné separaci nastavaji obtize teprve tehdy,
je-li silng infiko¥an provoz; je to nejcastéji vlivem
bakterialni aglutinace kvasinek. Tyto obtiZe je tfe-
ba zpravidla'fe$it vyménou nésadnich kvasinek,
¢imz se opét marudi normalni chod kvasimy. Ne-
kieré typy infekce mohou byt pii¢inou vyssi spo-
tteby kyseliny v lazni. Obvykle se setkdvame se
stejnymi typy bakterii, a to heterofermentativnimi

Lactobacilly, které jsou znatné variabilni a jejichz
metabolismus je ovliviiovan na pi. teplotou, sloze-
nim melasy, zapary a pod. Pivod infekénich bak-
terii je pfimo v melase. Vliv vzduchu, vody a po-
mocnych surovin je druhofadys Jiné druhy, ktere
by se pfi lihovém kvaSeni mohly uplatnit, jako na
pi. Clostridium; Acetobacter, Leuconostoc atd. jsou
vzacné. Ostatni bakterie, které sice miZeme z melas
i kvasicich zapar isolovat (na pf. na pidach maso-
peptonovych), jsou ve stavu latentnim, nemnoZi se,
a pii kvasném procesu nezpiisobuji tedy ziraty.

Abychom zjistili, o jaké druhy kontaminujicich
Lactobacilli jde, a abychom objasnili jejich fysio-
logické vlastnosti, provedli jsme diikladny pruzkum
ziskanych isolata 6, 7].

Metodika

Hrubé kultury jsme isolovali obvyklou ziedovaci
metodikou na Petriho miskach na pidé tohoto slo-
seni: melasova sladinka 14—16 °Bg (netefena) 1000
ml, sladové klicky (vyluh ve 100 ml) 5 g, riboflavin
0,05 g, CaCOs 30 g, agar 20 g, kultivovano pfi
30°C.

Cisté kultury byly isolovany na pldeé, slozene ze
20 g sacharosy, 5 g glukosy, 15 g peptony, 200 mli
kvasniéného autolysatu (1:1), 1 g KHaPOs 2 d
NaCl, 1 g MgSOs, 0,05 g FeCls, 1 g citranu sodného,
1 ml roztoku bromkresolového purpuru (podle Sal-
leho), 20 g agaru a do 1000 ml voda. Ke kultivaci
se jako velmi vhodny substrat osveédcila téz inver-
tovana melasova zapara 6°Bg s piidavkem auto-
lysatu (9:1). ¥

" ZkvaSovéni riznych cukrii, vytvéfeni kyselin
a plynu

Zkousky byly konény na zakladnich substratech
tohoto slozeni: Kvasnitna voda 10 % (nebo hydro-
lysat kaseinu podle Orla-Jensena a autolysat téz
podle O.-Jensena), zkouSeny cukr 1 %, bromkre-
solovy purpur (podle Salleho) 0,1 %. Na téze pudé
byl piipravovan zakvas, ktery byl kultivovan pii
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30°C. Zkumavky byly plnény 10 ml substratu a
substrat zakvaSovéan 0,1 ml inkubovaného zdkvasu.
Riist byl sledovén 7 aZ 14 dni pfi teploté 30 °C. Po-
sitivni rist a vytvafeni kyselin se projevilo zmé-
nou barvy indikatoru,

Tvorba plynu se sledovala soubézné se zkvasSo-
vanim raznych cukrd za pouziti Durhamovych ply-
novek.

Kromé téchto zkousek byly provadény jesté dalsi,
jako na pi. redukce nitrath, ztekucovani Zelatiny,
rist na mléku, Levinové agaru, barveni podle Gra-
ma, stanoveni kyseliny mlé¢né metodou Friedeman-
Graeserovou, ethylalkoholu pyknometricky, kyse-
liny octové destilaci vodni parou, kyseliny propio-
nové a maselné chromatograficky a odkvaseni cukri
rovnéz chromatograficky.

Vysledky

a) Isolované druhy a jejich vlastnosti

Lactobacillus buchnerii (Henneberg) Bergey je
nejcastéjsi typ infekce v kvasicich zéparéch i v me-
lasach. Je to znacné variabilni druh, Vyznacuje se
zkvasovanim arabinosy, glukosy, galaktosy, sacha-
rosy, laktosy, maltosy a rafinosy. Nékteré typy
zkvasuji volnéji sacharosu a rafinosu. Mikrosko-
picky na tekutych substratech se jevi jako jednot-
livé tyCinky dlouhé 2—4 y ve dvojicich, misty s fe-
tizkovymi utvary a s tyCinkami dlouhymi az 7 u.
Jsou grampositivni.

Lactobacillus brevis (Orla-Jensen) Bergey je
méné casty typ infekce, mikroskopicky podobny
L. buchnerii, nezkvasujici laktosu a obtiZnéji rafi-
nosu. Roste v zdkalu a nezplsobuje aglutinaci. Za
aerobnich podminek roste velmi $patné — mikro-
aerofilni typ. Je gramvariabilni.

Lactobacillus vermiformis (Ward) je dost &asty

~druh infekce, isolovany ¢asto ve smisenych kultu-

raich s Lactobacillus buchnerii. Vytvaii slizovité
silné aerobné rostouci kolonie. Jednotlivé buiky
jsou 3,6 az 5 u dlouhé a ¢asto tvoii fetizky dlouhé
az 54 u. Zkvaduje velmi dobfe vedkeré zkousené
cukry, (viz u L, buchnerii). Je grampositivni.

Lactobacillus sp. (kmen 11 p)

Velmi fidce isolovany typ, ktery patfi mezi homo-
fermentativni Lactobacilly (nevytvaii COs tékavé
kyseliny a alkohol), Je zajimavy intensivnim zkva-
Sovanim nejen veskerych zkoudenych cukrdi (viz
u L. buchnerii), nybrz i $krobu za velmi silné pro-
dukce kyseliny mlééné. Tvofi aerobné $patné ros-
touci nizké ploché kolonie na tekutych substratech.
Jsou to tenké tyCinky dlouhé 3,6 az 54 u, tasto
v nifovitych formach dlouhych az 68 u. Pii 37°C
rostou lépe nez pfi 28°C, pii 50 °C jiz nerostou. Je
to typ gramvariabilni, ktery se dosud nepodatilo
Pfesné determinovat. Od L. delbriickii se lii zkva-
Sovanim arabinosy a §krobu, od L. thermophillus
nizkym tepelnym optimem.

Dale bylo isolovano jesté nékolik podobnych, ve-
Smés intermediarnich kment; vysledky téchto po-
kusii nejsou dosud Zpracovany. v x

b) Fysiologické vlastnosti isolovanych kmenti
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Byly zkoumdny metabolity jednotlivych druhti a
zjisténo u heterofermentativnich typl a jejich smési
(L. buchnerii, brevis a vermiformis) na melasovém
substratu s obsahem cukru 4,66 %: tvorba 1,2 az
1,5 % kyseliny mlééné, 0,5—1 Ytkyseliny octové a
0,13—0,26 % alkoholu. U homofermentativniho kme-
ne byla zjisténa tvorba 2,20 % kyseliny mlé¢né pii
negativnim obsahu kyseliny octové a alkocholu.

Pii kvasnych zkouikach na melasovych substra-
tech obohacenych 0,25 % rafinosy s Cistymi kmeny
lihovarskych infekci, €istymi kulturamj kvasinek a
se smésnymi kulturami jednotlivych kmend bak-
terii s lihovarskou kvasinkou byl sledovan chro-
matograficky priibéh kvaseni. U ¢isté kultury kva-
sinek bylo zjisténo, Ze zlstava jako ,zbytkovy
cukr” melibiosa. U ¢&istych kultur heterofermenta-
tivnich bakterii L. buchnerii a L. vermiformis byla
piednostné zkvaSovana glukosa a fruktosa. Sacha-
rosa a rafinosa byly sice zkvaSovany, ale volnéiji.
Rafinosa neni pfi zkvaSovani Stépena tak, jako je
to u kvasinek, L., brevis zkvasuje sacharosu rych-
leji a rafinosy neubyva. U smiSenych kultur byl ke
konci kvaseni zaznamenan nulovy zbytkovy cukr.
Melibiosa je tedy velmi dobfe prokvasovana.

Zavér

Mikroorganismy zpusobujici kontaminaci kvasi-
cich melasovych lihovarskych zapar nalezi do rodu
Lactobacillus, pfi ¢emz heterofermentativni typy
se uplatiuji zvlasté druhem Lactobacillus buchnerii,
ktery zplsobuje silnou aglutinaci kvasinek.

Vétsina isolovanych typl zkvaSuje z cukrt pii-
tomnych v melasovych zdparach pfednostné glu-
kosu a fruktosu pfed sacharosou a rafinosou. Je
tedy inverse sacharosy kvasinkami ptiznivad pro
metabolismus Lactobacillt.

Melibiosa je zkvaSovana intensivné. Ve smise-
nych kulturach s kvasinkami miZe byt ve zkva-
Senych melasovych zapariach dosazeno ,nulového
zbytkového cukru”. Proto neni nizky ,zbytkovy
cukr” objektivnim ukazatelem spravného kvaseni,
neprovadi-li se sou¢asné mikrobiologickéd kontrola.

Vsechny heterofermentativni Lactobacilly potie-
buji ke svému rozveji vhodny organicky dusikaty
zdroj a dusikaté latky uvoliované kvasinkami (od-
umirani, plasmolysa, metabolity atd.) jsou zvlast
vhodné. Rovnéz- melasa ma vhodné zdroje dusiku
pro Lactobacilly.

Spontanni infekce Lactobacilli v lihovarském
provozu znamend kromé zdvad pfi odstfedovani,
kyselé lazni, destilaci atd. znaéné ztraty na cukru.
Obsah kyseliny mlééné v prokvasené zapate ¢inil
podle naseho zjisténi v jednom naSem zavodé pie-
chodné az 1,6 %.
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