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Melasa je hlavni surovinou k vyrobé droidi a
lihu, a proto je dulezité znat jeji chemické sloZeni
i biologickou éistotu. Studiem vhodnych metodik
mikrobiologického rozboru zabyvali se mnozi autofi
i v novéjsi dobeé [1 az 5].

Repnd melasa obsahuje vé&t3i mmnozstvi mikro-
organismil, které je zavislé na jakosti Fepy cukrové
a zplsobu jejiho skladovani, na technologickém
postupu pifi jejim zpracovdni v cukrovaru a ko-
neéné i na zpusobu a dobé ulozeni melasy; na pfi-
klad kazdé zfedéni melasy vodou plsobi pfiznivé
na rozmnoZeni a zivotnost dosud latentnich mikro-
bt. KvaSeni 3kodi ty druhy mikroorganismi, které
vyuzivaji stejnych Zivnych latek ke svému ristu
jako kvasinky a tim ochuzuji substrdt, po pi. tvofi
slouceniny, jeZz plisobi nepfiznivé na rozmnozovani
kvasinek a na aktivitu jejich enzymového systému.

Pfi mikrobiologickém rozboru melas jsme zjis-
fovali pofet mikroorganismii v melasdch pro droz-
darny a lihovary, kdezto hlavni fysiologické sku-
piny mikrobt infikujici melasu pouze u melas
uréenych pro vyrobu drozdi.

Pofet mikroorganismii v melase

Podle nasich dosavadnich zkuSenosti neni sprav-
né, posuzuje-li se vhodnost melasy pro vyrobu
drozdi jen podle celkového mnozstvi mikroorga-
nismi, nybrz je nutno posuzovat ji i podle poctu
pfevladajicich druhd mikrobt, jeZz maji pfimy nebo
nepiimy vliv na rist a ¢innost kvasinek.

Zivné phdy, na nichZz vyroste nejvétsi pofet ko-
lonii mikrobd, jsou podle nové&jsich udaju [1 az 5]
kvasniény agar se 4 % sacharosy nebo masopepto-
novy agar s event. pfidavkem 0,5% sacharosy.
Plevako a Givartovskij {1] zjistovali celkovy potet
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mikroorganismi v melase tak, Ze pocitali kolonie
vyrostlé z 1 ml melasy zfedéné 1:100 a 1:1000
na kvasnitném agaru ze 4 % sacharosy za 48 hod
pH 30°C. Autofi rozlisuji melasy 1. jakosti do

90 000, 2. jakosti do 900000 a 3. jakosti pfes 900 000 -

mikroorganismi v 1 g melasy.

Melasa 1. jakosti se dobfe v drozdérmé zpra-
covavd, melasa 2. jakosti potfebuje zvlastni dpravy
a melasa 3. jakosti neddava normdalni vytézky drozdi.

Kolker [2] nachézel v melasdch z SSSR (Ukrajina
a Moldavsko) 30000 az 1500000 mikrobd v 1 g
melasy na masopeptonovém agaru s 0,5 % sacha-
rosy pii kultivaci 48 hod za teploty 30 °C.

Karczewska [3] zachycovala mikroby na stejné
pidé jako Plevako-Givartovskij a rozlisuje podle
poctu mikroorganismit v 1 g melasy 1. jakost do
100000, 2. jakost do 1000000 a 3. jakost do
5000 000. Prvni druh oznacuje jako normdlni, dru-
hy potfebuje dpravu a tfeti je nevhodny k vyrobé
drozdi.

Jonds [4] zjistoval celkovy pocet zdrodkd v 1 g
melasy na sladinové Zelatingé pfi teploté 20 aZ
22°C. MnozZstvi zarodk@i v 1 g melasy se pohybo-
valo od 3000 do 15000.

Metodika pro stanoveni celkového mnoZstvi
mikroorganismit v melase
Odbér vzorkil melasy a jeji zfedéni
Vzorky byly odebrany na zdvodech z melas po-
dle smérnic JAM — Cukrovarské suroviny, vy-
robky a pomocné latky — MPP — Praha, 1953.
Pied navaZenim k rozboru v laboratofi se vzorky
dobfe promichaly a melasa byla ziedéna takto:
20 g melasy se smisi se 180 ml sterilni vody teplé
30 az 35°C, promichd a pipetuje 1 ml sterilni pipe-
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tou do 9 ml sterilované vody ve zkumavce (zie-
déni 1:100), obdobnym zpilisobem se pfipravi zfe-
déni 1:1000 v dalsi zkumavce.

Piiprava zivnych pud

Kvasni¢ny agar se sacharosou se ptipravi z 1 1
kvasni¢né vody, 40 g sacharosy a 30 g agaru.

Kvasni¢nd voda pfiipravena z 200 g kvasnic,
rozptylenych v 1 1 vodovodni vody, se zahiiva
1 hod pfi 1 atp, necha volné sedimentovat, dekantuje
a zbavi ssedliny odstfedénim na sedimentacni cen-
trifuze. Ziskana cira kvasnitnd voda se steriluje
dvakrat po 30 min pii 1 atp, pH pudy 6,7 aZ 6,9.

Masopeptonovy agar béiného sloZzeni — MPA.
Steriluje se pfi 1 atp dvakrat po 30 min, pH pidy
6,9 az 7,0.

Provedeni zkousky

Do sterilnich Petriho misek se pipetuje 1 ml me-
lasy zfedéné 1:100 a 1:1000, pfelije 15 az 20 ml
pudy rozehidté a zchlazené na 50°C a dobie pro-
micha; po utuhnuti se kultivuje 48 hod pii 30°C.
Potom se pocitaji vyrostlé kolonie, pocet se pfe-
pocitdva na 1 g melasy.

Vysledky stanoveni celkového pottu
mikroorganismit v 1 g melasy

Zjistovalo se osmnact vzorkl &s. melas kampané
1955/56, jez pochazely z drozdaren Krasné Bfezno
a Michalovce (davaly 3patné vytézky), Olomouc-
Hejéin, Olomouc-Pavlovice, Plzeni, Teplice, Kolin
(normdlni vytézky) a Tren&in (vytéZky lep3i neZ
normalni) a z lihovart: Kralupy, Kolin, Liben, Par-
dubice, Hodolany, Svinov, Smifice, Mlada Boleslav,
Kojetin a Chrudim. Vysledky jsou v tab. 1.

Ll
Celkovy poce! mikroorganismii v 1 g melasy

Vzorek melasy MPA Kyas:agar
se 4 % sacharosy
Krasné Bfezno 54 000 38 000
Teplice 12700 16 000
Trenéin 13 000 16 500
Kolin 9200 7 500
Olomouc-Hejéin 12 300 8 900
Olomouc-Pavlovice 13 200 12 400
Michalovce 14 300 12 200
Plzen 11 500 12 300
Kralupy 11 200 11 200
Kolin 10 200 5800
Liben 10 600 8 000
Pardubice 14 600 8 600
Hodolany 12 800 12 100
Svinov £ 900 7 500
Smifice 6100 2 500
Mlada Boleslav 7 800 4200
Kojetin 9900 7 300
Chrudim 14 000 12 000
|
Tabulka 1

P‘c?dle hodnoceni jakosti melas podle Plevakové
Datn}y by vSechny uvedené vzorky melas do prvni
skupiny jakosti.

SloZeni mikroflory v melase

Mikroflora v melase je nejriznéj§iho druhu, pfi
cemzZ pfevladaji kyselinotvorné bakterie.

a) Baklerie kyselinotvorné

jsou zastoupeny hlavné bakteriemi mlééného kva-
Seni heterofermentativniho typu, jez tvofi z cukri
vedle kyseliny mlécné i kyselinu octovou.

Ke stanoveni po¢tu téchto kyselinotvornych bak-
terii se dosud doporucoval na pf. sladinovy agar
s piidavkem 0,3 % kfidy, pfi ¢emz kolonie téch
bakterii, jez tvofily kyselinu, mély kolem sebe vy-
jasnénou zonu vzniklou rozpusténim suspendova-
ného uhli¢itanu vapenatého. Tato zona byla ¢asto
nezietelna, zejména u bakterii, jez rostly pomalu;
také zaleZelo na homogennim rozptyleni kfidy, jez
méla byt co nejjemnéjsi. Vhodnéjsi jsou zivné pidy
s barevnymi indikatory, na pf. MPA nebo kvasniény
agar s 0,5 az 1 % sacharosy po pf. glukosy s pii-

Pocet kyselinotvornych bakterii v 1 g melasy

Vzorek melasy l Slad. agar Agar s bromkre-
; s CaCOs solovym purpurem
Krasné Biezno 1 600 21 500
Teplice 1100 2 700
Trené&in 800 -
Kolin — 1 700
Olomouc-Hejc¢in 1200 - -
Olomouc-Pavlovice 900 -—
Michalovce 7 800 1300
Plzen 1100 900
Tabulka 2

davkem brom-kresolového purpuru, jenz je vhodny
pro oblast pH 5,2 az 6,8. Oby¢ejné se uziva 1,6 %
alkohol-vodného roztoku podle Salle-a [6]. Barva
pudy pii pH 7 je modrofialova, pfi zméné pH na
5,4 zluta; tuto barvu maji i kolonie kyselinotvornych
bakterii na Petriho misce, pfedeviim jejich nej-
blizsi okoli. Kultivuji se 48 hod pii 30°C. V tab. 2
jsou vysledky stanoveni poétu kyselinotvornych
bakterii ve zkouSenych melasiach z kampané 1955
az 1956. /

b) Bakterie redukujici nitrdty

Bakterie redukujici nitrdty na nitrity se mohou
stdit za mimofadnych podminek nebezpecné pro
rozmnozovani kvasinek, Plevako a Givartovskij [1]
udavaji, Zze dusitany jiz v mnozstvi 0,0005 % piisobi
nepfiznivé na normalni rist kvasinek, pfi mnozstvi
0,004 % dusitanti v melasové zapafe klesne po-
tet kvasinek na 55 az 60 % mnoZstvi ziskaného
v témze prostfedi bez dusitanti; koncentrace 0,02 %
nitritd jiz téméf potlatuje schopnost kvasinek
k rozmnozovani. Plevako a BakuSinskaja [5] novéji
zjistuji, Ze pocatek inhibice rlistu kvasinek je pii
koncentraci 0,001 % dusitanti. Z bakterii denitrifi-
ka¢nich se mohou $kodlivé projevit pfedevsim spo-
rotvorné druhy, jez pfezivaji teploty, pfi nichz se
melasova zépara ve varné ¢efi a jez béhem nenor-
malné dlouhé prodlevy pfi sedimentaci zapary nebo
v pfitokové kadi se mohou pfi teploté 30 az 40°C
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rozmnoZovat a z pritomnych dusitnand tvorit du-
sitany.

Metodika pro stanoveni denitrifika&nich bakterii
i. Diikaz dusitanti v melase

Nejdifive se provede kvalitativni dikaz dusitant
ve zkouSeném vzorku melasy. Melasa se ziedi 1 : 10
(20 g melasy na 180 ml sterilni vody) a 0,5 ml
roztoku se odpipetuje do zkumavky, zahfiva se 3
min. na vodni lazni pfi 70 az 80°C a pfida se 0,5
ml Griessova &inidla [7], jez se piipravi takto: 1 g
metafenylendiaminu se rozpusti ve 200 ml destilo-
vané vody, pfidad se 3 ml kyseliny sirové koncen-
trované, roztok se odbarvi aktivnim uhlim, filtruje
a uchovéava se ve tmé a chladu.

Po pfidavku Griessova ¢inidla se znovu zahfivd
2 aZ 3 min. na lazni a potom se uréi intensita za-
barveni. V pfitomnosti nitritti vznikne Cervené aZ
karminové Cervené zabarveni. Vylouceni barvy
melasy se kontroluje na stejném objemu ziedéné
melasy a misto Griessova ¢inidla se pfida 0,5 ml
sterilni vody.¥)

2. Ditkaz denitrifikaénich baklerii v melase

Plevako a Bakuginskaja [5] provadéji dikaz takto:
melasa zfedénd 1:100, po pt 1:1000 se zahfiva
ve zkumayce 10 min pii 35 %C na vodni lazni, nacez
se vloZi na 50 vt do vrouci vodni 1azné, takZe lze
piedpokladat, Ze vétsina vegetalnich bunék bak-
terii je potlatena, kdeZto spory pfezivaji. Po roz-
sevu zieddné melasy na kvasnicny agar se 4 % sa-
charosy se odpichuji kolonie do spec. piiéy pro
dtikaz denitrifikaénich bakterii, sloZzené z 1000 ml
kvasniéné vody, 40 g sacharosy a 1 g dusi¢nanu
draselného. Kultivuie se 24 hod pii 30 az 32°C,
nafe¥ se zkoudi znadmym  zplisobem na piitomnost
dusitant Griessovym ¢inidlem. Pii této metodé se
oviéem nezachyti nesporotvorné bakterie, jez takeé
mohou redukovat nitraty na nitrity, na pf. Pseudo-
monas aeruginosa nebo Agrobacterium tumefaciens,
také sporolvorné anaerobni, na ni. Closiridium per-
iringens, se pti uvedené kultivaci neprokazi.

Podle tidaji z rumunské dokumentace [7] se pro-
vadi diikaz denitrifikaénich bakterifi pfesnéji takto:
melasa, v niZ se soufasné provede dikaz dusitand,
se ziedi ve zkumavce 1 : 10 sterilni vodou, kulti-
vuje 48 hod pii 30°C a znovu se zkousi na dusi-
tany. Intensita na zabarveni pfi nepatrnych kon-
centracich dusitant miiZe byt pfi této metodé kryta
barvou melasy, ddle pomnoZeni denitrifikacnich
bakterii (sporotvornych i mesporotvornych) se pro-
vadi v prostiedi pouze aerobnim a bez piidavku
KNO,, takie miZe chybé&t material pro tvorbu du-
sitani.

Po pfezkouseni téchto metod navrhujeme tento
zpiisob ditkazu denitrifikatnich bakterii v melase:
melasa se zfedi 1:10. 1 m! se pipetuje do 9 ml
spec. pidy pro denitrifikaéni bakterie podle
Plevako a Bakusinské [5], kultivuje se 24 aZ 48
hod pii 30 °C aerobné i anaerobné (v evakuovaném
exikatoru s alkalickym roztokem pyrogalolu), naéeZ
se zkoudi 0,5 ml tekutiny na pfitomnost dusitanti
Griessovym Cinidlem jako ad 1.

T 4) Poznémka: Citlivost diazotaéni reakce je vysokd: 1 aZz 0,1 mikro-
gramu-

Pro piipadnou dalsi identifikaci jednotlivych
druhit bakterii pipetuje se 1 ml tekutiny z positivni
pomnoZovaci zkousky do zkumavky s 9 ml sterili-
sované vody, obsah se zahfeje 10 min pii 35°C a

vlozi na 50 vt do vrouci vodni lazné a provede se -

isolace vysevem nebo &arkovaci metodou na spec.
ptidich s dusi¢nanem. Je to na pf. pida Plevako a
Bakuginské s 3 % agaru nebo agar podle Hofmanna
[8]. Kultivuje se 48 hod pii 30 °C aerobné i anae-
robné a jednotlivé kolonie se odpichuji, pfecisti a
identifikuji.
Vysledky kvalitativniho stanoveni bakterii
redukujicich dusi¢nany na dusitany v melase

Zkouselo se osm drozdafskych melas kampané
1955/56; vysledky jsou v tab. 3.

Evalitativni ditkaz denitrifikaénich bakterii v melasach

kampané 1955/56

Barevna reakce s Griessovym &inidlem
Vzorek melasy
plvodni vzorek pomnoznd zkouska
Krasné Biezno == i
Teplice S *— Aok
Trenéin — -—
Plzen i = =
Kolin — —
Olomouc-Hejcin — *—
Olomouc-Pavlovice — *
Michalovce ®__ *

(1957) ¢&islo 7

Vysvétlivky:
++ silné positivni reakce, in-
tensivni karminové fervena
barva,
* positivai reakce, Cervend
rumélkova barva,

* . slabé positivni reakce,
oranzova barva,
— negativni reakce, zZlutd
barva.

Tahulka 3

Z tab. 3 je ziejmé, Ze pouze dva vzorky melas
daly silné positivni reakci pfi pomnozovaci zkousce
melasy. Pii Gpravé melasové zépary je moZné od-
stranit dusitany oxydaci chlorovym vépnem za
studena.-

Poznamka: Vysledky stanoveni biologické
gistoty melas z kampané 1956/57 budou uvefejnény
v dalséim sdéleni, pfi ¢emZ bude navrieno 1 hodno-
ceni jakosti melas. Dile bude popsédna metodika
pro zachyceni kvasinkovitych mikroorganismi, ze-
jména asporogennich.

Souhrn
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1. Pii stanoveni poétu mikroorganismi v osmnacti =

vzorcich melas kampané 1955/56 bylo na mase-
peptonovém agaru zjifténo 6100 az 54000 mikro-
organism@ v 1 g melasy a na kvasni¢ném agaru
se 4% sacharosy 2500. az 38000 mikrobd v 1 g
melasy.

2. P¥i mikrobiologickém rgzboru osmi .vzorki
drozdafskych melas kampané 1955/56 byla pouZita
elektivni ptida pro zachyceni kyselinotvornych
bakterii. = - '

3. Diikaz denitrifikaénich bakterii ve zkou3enych
melasach byl proveden pommnoZzovaci zkoudkou a
barevnou reakci s Griessovym tinidlem. Pouze dvé
melasy daly pfi pommozovaci zkouSce silné posi-
tivni reakci na dusitany. ;
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