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Novy zpusob boje proti kontaminaci pfi lihovém
kvaseni melasy

JIRT BARTA, OLDRICH ZVACEK,
Vyzkumny ustav kvasného primyslu, Praha

V melasovém lihovarstvi se problém kontaminace dosud
diikladné nesledoval. Teprve pfi zavadéni kontinuédlnich
pochodt kvaSeni vynikl obzvlast do popredi. Infekci se
pfi lihovém kvaSeni, kromé& dodrZovani mikrobiologickych
zasad az dosud zabrafiovalo takto:

1. dislednym dodrzovanim @&istoty mytim a €iSténim
kvasnych kadi, potrubi apod.,

2. desinfekci kvasnych zarizeni (kdds, potrubi apod.), pa-
fenim a béinymi antiseptiky (chlorovym vépnem, ky-
selinou karbolovou, chloraminem, formalinem, fluori-
dem, rGznymi kvarternimi bédsemi atd.),

3. zvySovanim acidity minerdlnimi nebo organickymi
kyselinami,

4. davkovanim riznych antiseptik, napf. pentachlorfeno-
latt, fenolu, kresolu, chloraminu, soli rtuti, médi,
zinku apod. do zpracovédvanych surovin (melasa). Oje-
dinéle se takto zasahovalo do kvasicich zapar.

V laboratornim méfitku se zkouSela antibiotika. Haas
(1955) zkouSi ruznd antibiotika v pivovarstvi, Dal J. a
Cing C. (1948) ve vinafstvi a Vintika, Barta a Zvaéek
(1957) v lihovarstvi. PouZiti antibiotik se v3ak v souCasné
dobé nejevi jako vyhledové pro jejich vysokou cenu. Jiné
zplsoby @&eleni infekei v melasovém lihovarstvi se nepo-
datilo z literatury zjistit.

Veskeré, az dosud v praxi pouZivané prostfedky, nebyly
jednoznaéné a v kontinuélnich procesech zdaleka nedosta-
¢ovaly. Jednou z hlavnich pfi¢in téchto nedostatkd byla
maléd znalost plvodct infekce. Studium Zivotnich pochodid
kontaminujicich mikroorganismi a vztahy ke kvasinkam,
pokud je ndm zndmo se rovnéZ nesledovaly. V naSich
drivéjSich pracich (Zvadek, Barta, Vintika (1957, 1958)
jsme prokézali, Ze hlavnimi pdvodci kontaminace jsou
bakterie rodu Lactobacillus, napf. L. buchrneri, brevis,
vermiformis a plantarum. Jejich rozvoj zavisi na pfitom-
nosti kvasinek. Zjistili jsme, Ze hlavnim nositelem Lacto-
bacilit je melasa, dale pak staré zbytky melasové, zépary
(v potrubi, vzorkovacich kohoutech atd.); velmi maéalo za-
rodki bylo zjiSténo ve vzduchu. Zajimavé bylo, Ze proti
jingm bakteriim se v melase vyskytovalo pomérné malo
zarodkt Lactobacillii. Béhem kvasného procesu se vSak
Lactobacilly silngé rozmahaly a prevladly. Tak napf. v pa-
vodnich melasdch bylo v 1 g 20000 aZz 100 000 zérodku
bakterii rodu Lactobacillus, ale jiZz ve stfedn& infikované
prokvasené melasové zapafe (tj. étyinasobné fedéné) 2 az
3 milibny a ve velmi silné infikované az 10 miliént za-
rodkd v 1 ml. Ostatni zdrodky pivodné v melase zjiSténé
(napf. typy Coli-aerogenes) se vilibec neuplatnily. Bakterie
skupiny Coli aerogenes se neuplatni jako infekce pro ne-
Priznivé pH a obsah alkoholu.

Podle veSkerych znamek je kvasici melasovd zéapara
d?br'ym prostredim pro rozvoj infekcnich Lactobacilli. Jiz
Pi vybéru Zivnych pud pro kultivaci Lactobacillii se zjisti-
lo, Ze pouhé melasové zapary, byt i bohaté dotované mine-
ralnimi Zivinami, jsou mén& vhodné neZ zédpary s kvasnic-
Nou vodou nebo autolysdtem. Lze proto pfedpokladat, Ze
dusikaté a vitaminové latky uvolfiované z kvasinek budou
pg*vofadymi rstovymi faktory pro bakterie rodu Lactoba-
ctli‘us. Rozvoji bakterii je pFiznivd i invgrse sacharosy
V jednodussi cukry zptsobovand kvasinkami.

- Je zndmo, 7e v bund®né hmot¥ kvasinek je pritomna
fada vitamini komplexu B (thiamin, ribiflavin, kyselina
Dant.hotenové, kyselina listova, kyselina nikotinova atd.),
Z nich? vétSina jsou ristové faktory pro bakterie rodu

Lactobacillus. Podle praci autor (Meyerhof, Ohlmayer
1957) jsou tyto vitaminy pfitomny v kvasinkdch jako
fosfo-bilkovinné komplexy nebo kombinované formy mono
¢ dinukleoproteind. Tyto formy jsou potom skuteénymi
ristovymi latkami pro Lactobacilly (Snell, Wright 1941,
Snell, Peterson 1940, Snell, Strong 1937, 1938, 1939, Ro-
senberg 1943). Do kvasici zapary prechdzeji potom pii
odumirdni bunék, plasmolysou nebo jako pFimé meta-
bolity.

V nai préaci jsme zvolili novou cestu boje proti in-
fekci, a to na zdklad® blokovédni rustovych latek pro
bakterie nezbytnych. Jako latku blokujici rozpustny bil-
kovinng komplex jsme pouzili formaldehyd. V fadé
kvasnych pokusi jsme provéfovali jeho funkce nikoli
jako antiseptika, ale jako agens poruSujiciho Lactoba-
cillim vhodné riustové latky z oblasti rozpustnych bilko-
vin. V daldich pokusech jsme se snaZili pfimo znehodno-
covat nékteré vitaminy produkované kvasinkami.

Metodika
1. Pokusy s jednordzovijm kvaSenim

Netefend melasovd zapara 12,38 Bg se okyselila kyseli-
nou sirovou na pH 6,0. Pridal se v riznych mnoZstvich
kvasnitny autolysat pfipraveny normalnim tepelnym zpl-
sobem. 40%ni formalin se priddval na zvolenou koncen-
traci. Plnilo se do Erlenmayerovych banék v mnoZstvi 250
ml. Sterilovalo se frakciované 3X v parnim sterilatoru po
30 minut.

ZakvaSovalo se provozni sovétskou rasou kvasinek (Ja)
a smésnou kulturou kontaminujicich  Lactobacilli
(L. buchneri, vermiformis a plantarum), které se nejcas-
téji v provozu vyskytovaly. Mikroorganismy se piedkulti-
vovaly na tekutych melasovych substrdtech. Zakvasilo se
25 ml kultury do 250 ml media. Doba kvaSeni byla 3 dny
pEi teploté 30 0C.

2. Pokusy s kvaSenim s odbéry

PouZito nesterilni melasové zépary 12,1 aZ 12,4 °Bg pH
upraveno kyselinou gj'rovou na 5,8. Plnilo se do 2 1 Erlen-
mayerovych banék po 1000 ml, zakvaSovalo 25 ml 4 dny
staré kvasnitné Kultury, pomnoZené na sterilnim mela-
sovém substratt a 25 ml 5 dni staré smésné kultury
Lactobacilit (L. buchneri, vermiforis a plantarum) pomno-
Fené rovnéz na melasovém substrdtu s 1 % kvasniéného
autolysatu. Ponechalo se 24 aZ 48 hodin kvasit pfi teploté
300C. Po této dobé odebrdno 500 ml Cerstvé pFipravené
melasové zapary, coZ se potom vidy po uvedené dobé
opakovalo. Pouzilo-li se formalinu, davkoval se v pfislusné
koncentraci vidy s pfitokem &erstvé zépary. Odebrany
vzorek se b&Znymi metodami mikrobiologicky a analyticky
zhodnotil (hustota zasevu, fysiologicky stav, pofet bunék
barvitelnjch methylenovou modfi, pomér kvasinek k in-
fekei, sacharisace, cukr a acidita).

3. Kvasné zkousSky s pridavkem ferrikyanidu sodného

PouZita melasovad zépara 12,0 0Bg, pH upraveno Kyseli-
nou sirovou na 6,0, priddno 2,5 % kvasniéného autolysétu,
plnéno do Erlenmayerovych bangk po 250 mil. Sterilovalo
se frakciované 3X v parnim sterildtoru 30 minut.
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Ferrikyanid sodny se pfidéval ve sterilnim roztoku na
pfisludnou koncentraci pro sterilaci pidy. Zakvagovalo se
smésnou kulturou kvasinek Lactobacillé (viz ad 2) v po-
méru 1 : 10. KvaSeni trvalo 4 dny pfi teploté 300 C. Sle-
doval se mikroskopicky obraz, sacharisace a acidita.

4. Kvasné pokusy v kontinuité

K pokustim jsme pouZili p&ti€lenné aparatury s vzZa-
jemnd propojenymi jednotlivymi Eleny vzdy ode dna
nahoru. Uzitetny obsah jednoho Elenu byl 850 ml. Neste-
rilni melasovd zapara méla 12 aZ 12,2 9Bg, pH 5,8 aZ 6,0

s 0,0120 40%niho formalinu; pFitékala kontinudlné
z 5000 ml zdsobni nadoby do prvého &lenu systému.
Dennd jsme zpracovali 4000 aZ 5500 ml zapary. Po na-
plndni viech &lend zéparou se rozkvaSovalo kulturou kva-
sinky (rasa JA) pomnoZené na melasovém substrdtu v po-
méru 1:10. Po rozkvaSeni se piikvaSovalo vidy po 24
hodinach do prvého &lenu 150 ml kvasniéné sedliny (h-8
a? 90Bg) z 1 1 melasového substrdtu 120Bg a 25 ml
smésné kultury Lactobacillii. KvaSeni probihalo pfi teplo-
t& 300C. V pribéhu kvaseni se do kaZdého €lenu fizené
pfiddval na danou koncentraci formalin (40%ni) a ferri-
kyanid sodny. Denné se sledoval mikroskopicky obraz
sacharisace a acidita.

Experimentilni ¢ast

Inaktivace formalinu kvasniéngm autolysdtem ve pztahu kb Gisté kultufe kvasinek a ke smésné kultuie Lactobacilld

Melas. zdpara 12 "Bg Cista kultura kvasinky smésnd kultura Lactobacilld
kvas. formal- intensita Zhytk acidita
ausoéz s. dshq‘rgﬁ mikroskopicky obraz po 3 dnech p;ﬂéa;:re}f:h il 3% mikroskopicky obraz potdtek | konec
ml/20ml ml/20ml
0,25 — velmi silny zasev, buiky prokvaseno 0,38 velmi silny zésev tyCinek 0,5 2,18
ojedindle pufi. Fysiol, stav riznyjch forem a kratkych
velmi dobry retizkll
0,25 0,02 velmi silny zésev, buiky prokvagenc Infekece se nepomnhozila, pouze 0,5 0,46
ojedinéle pu€i., Fysiol. stav pivedni zésev
velmi dobry; plasma bunék
jasné&jsi
0,25 0,05 zésev plvodné vnesenych 7,00 Infekce se nepomnoZila, pouze 0,5 0,40
kvasinek — silné vyzrnéni plivodni zdsev
0,25 0,1 zésev pluvodné vnesenych 7,05 Infekce se nepomnozila, pouze 0,5 0,40
kvasinek — silné vyzrnéni ptvodni zésev
2,5 — velmi silng zésev bunék prokvaSeno 0,40 velmi siiny zdsev tyEinek 0,40 2,80
dobrého fysiolog. stavu viech forem a misty i dlouhé
Fetizky
2,5 0,02 velmi silng zdsev bungk do- prokvaseno 0,40 slabé pomnoZ. stied. ty&. proti 0,40 0.88
prého fysiolog. stavu plasma plivodné vnesenym burikdam
jasn&jsi
2.5 0,05 zédsev plvodné wvnesenych 701 bakterie se nepomnoZily 0,40 0,41
bunék
2,5 0,1 zésev plivedné vnesenych 7,01 hakterie se nepomnoZily 0,40 0,41
bunék
5,— = velmi siln§ zasev bunék prokvaseno 0,40 velmi silny zésev tyCinek 0,35 3,27
dobrého fysiolog. stavu viech forem, misty dlouhé
nitovité buiiky a Fetizky
5 0,02 velmi silny zasev bungk do- prokvaSeno 0,39 stfedni zdsev tyfinek rdznych 0,35 1,08
brého fysiol. stavu plasma forem
jasn&jsi
5 0,05 silng zésev puficich bunék, prokvaseno 0,85 velmi slabé pomnoZeni bakte- 0,35 0,55
silngjéi vakuolisovangch rii; prevaha ty€inek stfednich
forem
5 0,1 zésev plhvodnd vnesenych 7,02 infekce se nepomnoiila 0,35 0,42
bunék
—_ — velmi silny zésev bunék prokvaseno 0.41 silng az velmi silny zdsev 0,20 1,73
s mirng vyzrnénou plasmou vétsinou stfednich tyfinek
|
* Redukujici latky. Tabulka 1
1. Inaktivace formalinu kvasniénjm autolysitem ve vziahu  vali mikroskopicky ‘obraz, intensitu kvaSeni a zbytkovy

& lihovému kvaSeni a k Lactobacilliim v jednordzovém
kvaSent

K melasové zapaie se 7,40 % cukru se priddvalo riizné
mnoZstvi kvasniéného autolysdtu a rizné mnoZstvi for-
malinu (40%ni). ZakvaZovalo se smésnou kulturou Lacto-
bacill: a pro kontrolu @istou kulturou kvasinky rasy Ja
(popis v metodice). U &isté kultury kvasinek jsme sledo-

cukr, u kontaminujicich bakterii, mikroskopicky obraz a
acidita vyjadfujici intensitu pomnoZeni bakterii a jejich
metabolismus. Vysledky zkouSek jsou v fab. 1.

Zhodnoceni vijsledkid z tab. 1.

Je patrny vliv pFiddvaného autolysitu na GEinnost for-
maldehydu. U kultury kvasinek se prokazalo, Ze davka
0,05 % formalinu a koncentrace 0,25 aZ 2,5 % autolysatu
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Viiv formalinu na smésnou kulturu Lactobacilli

Viiv formalinu obéasné priddvaného pfi kvaSeni s odbéry
(Smésnd kultura kvasinka — Lactobacilly)

Charakter kvaSeni po 3 dnech
=€
sR 8 3 @ :O
Eid EE 3 8 ES
=2 53 =® ikroskopicky ob $E | 2 5
gé Mikroskopicky obraz 3 = Mikroskopicky obraz :E | a: 3:3 2
] S ] 2o & o
o E sZ =} 2 o S °
& O E a nS | A 5] 2z
0
zfisev kvasinek wvelmi silny, start zésev kvasinek i infekce A 12,3 7.7 0,30
ale silnd aglutinace a 25 kva- vneseny v poméru 1:1
— bunék barvitelnych methyle- 2,72 0,22 Senl
novou modfi; infekce velmi
siln& zésev kvasinek velmi
1 silny, fysiologicky stav — 7.5 2,6 0,70
bry; infekc zich
zésev kvasinek velmi silny, dukcy;: tnfekonly mure
ale silnd aglutinace a 25
0,0012 bun&k barvitelnych methyle- 2,53 0,15 zésev kvasinek velmi
novou modfi; infekce velmi silny, ale asi 20 % bu-
silna =z nék barvitelnych methy- 0,025 6,2 0,75 0,94
LS lenovou modFf; infekce
iln&jsi & 3
zésev kvasinek velmi silny, sinsifi pomr 211
ale silnd aglutinace a 25 .
0,0025 bun&k barvitelnych methyle- 2,30 0,30 zfisev velmi silny asi 10
novou modfi; infekce velmi 4 % bunék barvitelngch; —_ 5,0 0,45 0,62
silnd infekce potlatena
zésev kvasinek velmi silny, zésev kvasinek velmi sil-
plasma mirné zrnitd, agluti- 6 ny asi 15 % bundk bar- — 4,9 0,32 0,60
0,012 nace, & 3—5 % bunék barvi- 0,84 0,25 vitelngych; infekce zesilila -
telnych methylenovou modff;
infekce se nepomnozila zvdtien! poktu baw“qi 1-
nych bunék (cca 25 %),
zésev kvasinek velmi silny, 8 infekce silnd aZ velmi 2 0,032 5.0 0,45 0,99
plasma mirn& zrnitd, agluti=- silnd v poméru 1:1
0,025 nace, & 3-5 % bun&k barvi- 0,82 0,25
telnych methylenovou modff;
infekce se nepomnozila ; zésev kvasinek stéle
velmi silny; barvitelnych
e 10 bundk 10 %; infekece 0,025 5.1 0.45 0,61
I. kontrola zésev kvasinek wvelmi silny; podstatné omezena
Cis;ﬂ kult. plasma dispersni, 3 az 5 0.82 0.25
E _ o 4 ;
VRE: g‘;‘sgﬁ g,aor;;;elnych qnethyls 2ésev kvasinek stéle
velmi silny; barvitelnych
12 bunék 10 %; infekce 0,025 4,9 0,38 0,61
UL kontrola | velmi silny zésev ty&inek, stéle omezena
smeés. kult. ponejvice stiednich forem 1,85 —_
Lacto- g
bacilld zésev kvasinek stéle
14 velmi sﬂnqg;‘; barvitelnych 50 0.42 0.58
bunék 5 %; infekce spo- T & ? '
Tabulka 2 e it 5
kvaSeni zcela brzdi. Pfi stejné ddvce formalinu a zvySené .
J i Tabulka 3

koncentraci autolysdtu 5% je kvaSeni témé&f normélni.
U smésné kultury Lactobacillii lze pozorovat rapidni
vzestup acidity v souhlase se zvySujicim se mnoZstvim
autolysatu. PFi stejné koncentraci formalinu 0,02 % a
zvySujicim se mnoZstvi autolysadtu vzrlstalo mnoZeni
bunék a tim i acidita. Diikazem G&innych ristovych latek
v autolysdtu je srovnani s kontrolou, kde acidita byla
1,73 ml 1,0 N NaOH 20 ml, avSak s pfidavkem 5 % auto-
lysdtu éinila 3,27 %. Formalin se jevi G&innéjsi vad
kontaminujicim bakteriim neZ vG& kvasinkam, a to ve
velmi malych koncentracich. PFi uvaZeni vSech okolnosti
Je formalin latkou reagujici s dusikatymi latkami nezbyt-
nymi pro rust bakterii.

2. Vliv formalinu na smésnou kulturu kvasinek a Lacto-
bacilli v jednordzovém kvaSeni

Vliv formalinu na kulturu kvasinek a Lactobacilld
V melasové zapafe se 7,6 % cukru a aciditou 0,40 ml
10 N NaOH/20 ml bez pfidavku autolysdtu jsme ovéFili
fadou pokusu (viz tab, 2).
obSledov:-ﬂi jsme zbytkovy cukr, aciditu a mikroskopicky

raz,

Z vysledki v tab. 2 vyplyva, Ze pEitomnost kvasinek ma
Podstatng vliv na rast i Sinnost infek&nich, bakterii. Pfi-
davek 0,0012 az 0,0025 % 40%niho formalinu na mnozeni

erii vliv nema. Pridavek 0,012 % formalinu (40%ntho)
hebrzdi nikterak &innost kvasinek, ale rist bakterii i jejich
Metabolismus je zastaven. Nutno oviem podotknout, Ze
uvedené hodnoty plati pro kvaSeni statické a jednorazové.

3. Vliv formalinu na smésnou kulturu kvasinek a Lacto-
bacillis pfi kvaseni s odbéry

Pri kvaSeni s odbéry nebo kontinudlnim kvaSeni nastava
vétsi, i kdyZ posléze konstantni nahromad&ni metabolitd
vznikljch lysi nebo metabolismem kvasinek. K zamezeni
kontaminace jsme proto predpoklddali i vy33i spotfebu
formalinu nez wu/ kvaSeni jednorédzovych. Z vykonanych
pokustt s Cistymi kulturami kvasinek i jejich smé&smi
s Lactobacilly uvadime tfi pro dokumentaci. Kvasné po-
kusy s odbéry, jeZ popisujeme v metodice, probihaly
v objemu 1 1. ProkvaSenou zéparu jsme odebirali po 24
nebo 48 hod. a nahrazovali jsme ji sterilni &erstvou z&-
parou. ZakvaSovali jsme smésnou kulturou kvasinek a
Lactobacillit. V prvém pokusu jsme pfiddvali formalin
nepravidelng, abychom doloZili jeho citlivost na pomnoZeni
infekce. Ve druhém pokusu jsme pfid4vali formalin jiz
fizené. PFi tFetim kontrolnim pokusu formalin pFid4dvéan
nebyl.

Vysledky jsou v tab. 3 az 5.
Zhodnoceni visledku z tab. 3 aZ 5.

Je patrny vyznam Fizeného pfiddvani formalinu do
kvasného procesu. Pridévad-li se formalin nepravidelns,
stoupne ihned acidita a pomnozZi se infekce. U pokusu,
kde se zasahovalo formalinem pravideln®, podafilo se
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infekei zcela potladit bez vlivu na lihove kvaZeni a koneCné
prokvasy. Kontrolni pokus (bez formalinu) prokézal jak
kontaminujici bakterie pfeviadnou nad kvasinkami, jaky

KuaSeni s odbéry bez pFidavkd formalinu
(Smés kvasinka — Lactobacilly)

vliv maji na jejich fysiologicky stav a ztraty cukru. e
@ | '_;
! E = 8
. e WL g 1] sy ’ Mikroskopicky obraz | B > a5
Viiv formalinu ftizene priddvaného pFi kvadeni s odbéry y ‘ 2.0 & S
T i . 5] ! X
(Smésna kultura kvasinka — Lactobacilly) = | 28 E 3 Sz
|
i [F 0 vneseny zésev kvasinek
=> g g I 55 start a infekce 12,4 7,72 0,22
o = ) kva-
%2 2 E= seni
Mikroskopicky obraz £ g = =z == +
& BE i1 - -S E%’ zdasev kvasinek velmi silny;
@ s S8 1§ g 1 fysiologicky stav dobry; infekece 8.0 o 1,20
a se znaéné pomnoZila
0 eny inek = 12,4 | 772 25 5 W =
start ;H?:f:]z‘cezﬁsev Lo 4 e zhoreny fysiologicky stav kva-
T 1 sinek; silnd aglutinace; infekce 6,5 0,81 1,54
Seni velmi silnd
;21kmi isilnjz@ev lgéas'i— zhorgeny fysiologicky stav kva-
3 ensivni puéeni; i = 3 % 2 £ 7 : ) ;
1 intelce 8d0E TiEho mpo- 0,0125 9,0 5,35 0,66 3 il]:'l(;k, pomér kvasinky k infekei 6,8 0,52 2,22
radicky Iy . o S
e e . 4 zhordeny fysiologicky stav kva-
velrm_sxlny _zésev kvasi- sinek; asi 35 % bunék barvitel-
2 nek, intensivni puteni; | o oo 6.5 =4 0,72 4 nych methylenovou modfi. Dalsi 6,5 S 2,40
anrvxt?lnych bunék 2 aZ 4 * pomnozeni infekce
3 %; infekce #&dnd )
e . zhorseny fysiologicky stav kva-
ﬁ:ﬁm lzltlg]:{ zésev 1%‘;85_1- 5 sinek; pomér kvasinek k infekci 5,8 0,58 2,80
i sivni pufeni H
3 barvitelngch bunék 2 az | 0024 6,0 0,52 0,54 Toa7%
3 %, bez infekce ST —
zhorseny fysiologicky stav kva-
- : 6 sinek; pomér kvasinek k infekci 5,8 0,51 2,60
velmi silny zésev kvasi- 1:3 '
nek, intensivni puteni s
4 barvitelnych bunék 2 aZ — 55 0,50 0,52
3 0 ; bez infekce a aglu- zhorgeny fysiologicky stav kva-
tinace ? sinek; zasev kvasinek ubyva 58 0.45 .15
velmi silny zdsev kvasi- zasev kvasinek slaby, infekce
nek, intensivni puteni; 8 velmi silna 5.2 0,42 275
barvitelnych bungk 2 aZ = =M
5 5 %; fysialogicky stav 0,035 N 28 (s ) =5
kvasinek velmi dobry; g zésev kvasinek slaby, infekee e et 2,78
slabsi pomnoZeni infekce ; velmi silné J ' ;
velmi silny zdsev kvasi- zdsev kvasinek slaby, fysiologic-
nek, intensivni puteni; ky stav Spatny, silnd aglutinace,
barvitelnjch bunék 2 az 10 25 aZ 30 % bunék barvitelngch; 4,9 0,35 2,90
6 3 %; fysiologicky stav 0,025 5,1 = 0,50 infekce velmi silnd (1:3 azZ
kvasinek velmi dobry; 1:4)
infekce ustoupila
TE i Tabulka 5
velmi silny zasev kvasi-
nek, intensivni puéeni;
baé-viteln;;-ch bundk 2 aZ
7 ;Vghfg’lflj}glgﬁkﬁnitr?{ 00125 sa| 03| 0582| 4 Vi ferrikyanidu sodného na smésnou kulturu kvasinek
bez aglutinace; infekce a Lactobacillt
velmi jednotlivé
velinl siliy zsey kiasi= Abychomv‘dopulmh ‘uc1f1ek forvmalm‘g, zk{‘)usel‘l jsme ?d-,
nek, intensivni putent; stranit dalgi rastové latky, predevsim vitaminy. Miétné
8 gﬂn&r:’;’t‘?;';fg]};g?cﬂ?kséva’ 0,035 5.0 = 0,62 pakterie témdF postradaji proteolytické enzymy a proto
kvasinek velmi dobry; proteiny nebo aminokyseliny jsou v rozpustné formé nej-
U] tez tidelot ] || vhodn&jsim dusikatym zdrojem. Podminkou vyuZiti téchto
e : zdroji je pfritomnost ndkterych vitamind komplexu B a
velmi silny zdsev kvasi- o 4 . o A0
nek, intensivni pueni; dalgich rustovych faktort (Orla, Jensen 1943). Pokusili
barvitelnych bundk 2 aZ isme se ruznymi 14 i - k i inQ1 pre-
9 3 9%: fysiologicky stav 0,025 5,0 0,35 0.60 jsme se raznymi latkvam} bl(v)}coyatv o_mplex mtz‘imm p
kvasinek velmi dobry; chizejicich do prostfedi, pri cemz jsme dbali, abychom
bez infekce kvasinkam neodejmuli ristové latky, na pE. biotin.
fysiologicky stav kvasi-
nek velmi dobry; barvi- =
10 | Tolngeh bunk 3 az 5 %; | 0025 50| 035 0.5 Zhodnoceni tab. 5
infekce velmi sporadicka ‘
Vysledky prokazuji, ze davkami 0,005 az 0,01 % ferri-
Tabulka 4 kyanidu sodného lze omezit mnoZeni a tinnost kontami-

Vysledky v tabulkdch potvrzuji vyznam latek z kvasinek
pro kontaminaci. Tyto latky lze inaktivovat malym mnoz-
stvim formalinu Fizen& pfidavaného.

nujicich bakterii, ale nikoliv ji zcela potla&it. Proti kontrole
bez - pFidavku je pFi uvedenych dévkéch patrné zlepSeni
fysiologického stavu kvasinek. Koncentrace kolem 0,5 %
ferrikyanidu brzdi jiZ podstatné ginnost kvasinek, ale
koncentrace pod 0,1 % jiz jejich Einnosti nevadily.
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5. Pokusy s Fizengm pFiddvdnim formalinu a ferrikyanidu
sodného v kontinudlnim kvasném procesu

Vysledky pokusi popsanych v piedchozich kapitolach
a tabulkdch jsme ovéfili kontinudlnimi pokusy (viz me-
todika) s fizenym pfiddvanim formalinu a ferrikyanidu
sodného. Cyklus kazdého pokusu byl 10 aZ 14 dni. V péti-
¢élenném systému byl jednotlivy €len zhodnocovédn mikro-
biologicky a stanovena sacharisace a acidita. V tab. 7 a &
uvadime vysledky 2 pokusi a pro stru€nost pouze hod-
noty z posledniho, patého €Elenu, ze kterého vytékala jiz
prokvaSend melasovd zdpara. U prvniho pokusu jsme pro
potvrzeni vysledkt pfidévali formalin a ferrikyanid ne-
pravidelng, u pokusu druhého Fizené&.

Zhodnoceni tab. 7 a 8

Vysledky v obou tabulkdch plné potvrdily naSe drivéjsi
zavéry. Podle vysledkd z tab. 7 vyplyvd, Ze prerudi-li se
pridavek formalinu, pomnoZi se vzapéti silné kontaminu-
jici bakterie a stoupne acidita. Bakterie se pomnozily jiz
tfetiho dne a acidita byla velmi vysoka. Pfidavky formalinu
a ferrikyanidu se zdafilo kontaminaci v kontinudlnim
kvasném procesu zcela potladit a ze systému vyplavit (po
pt. se v jednotlivych ¢lenech usadila). Z fab. 8 vyplyva,
Ze pravidelnym a Fizenym pridavdnim formalinu a ferri-
kyanidu lze udrZet lihové kvaSeni i pfes vnaSené kontami-
nujici bakterie bez jejich dal§iho pomnozZeni, ¢oZ je shodné
s aciditivou prokvasSené zépary, vytékajici ze systému.

Viiv ferrikyanidu sodného na smésnou kulturu
kvasinka — Lactobacilly

3.5 Aciditaml 1,0 N
€935 NaOH/20 ml
<
B
=g
E E:. Mikroskopicky obraz .
A po 4 dnech Q i = =
- =} o [7}
jo2 B8 P2 g
528z d §papez
eSS o -
nELS ] 8] 2] =
Kon- zésev kvasinek stiedni
trola asi 20 % bunék barvitel- 4,8 0,32 1,22 3.8
nych; infekce velmi silné
zésev kvasinek stredni
0,001%, asi 20 % bunék barvitel- 4,5 0,32 1,19 3,75
nych; infekce velmi silnd
zésev kvasinek velmi sii-
ny; plasma jemné& zrnité;
0:005% | jinfekce silnd aZ velmi 4.5 032 | L15| 28
silnd
zésev k\ur’asinek velmi sil-
ny; 10 % bunék barvi-
0,01% | telngch methylenovou 45 0.32 0,70 L7
modfi; infekce potlatena
zésev kvasinek velmi sil-
ny; 10 % bunék barvi-
0.1% | telngch methylenovou 4.8 0.32 0,59 1.9
modri; infekce potlacena
velmi slaby zésev kvasi- {
0,5% nek; plasma zrnitd, in- 8,0 0,32 0,52 1.0
fekce potlatena

Tabulka 6

Nepravidelné priddvdni formalinu a ferrikyanidu do kontinudlniho procesu

£ Piidavek do e e — | Pridavek do
LS system., SE B systém. oz
o 3 i P LEA = s | =E
SIS = s Mikroskopicky 2 i ES E°3 % Mikroskopicky o E _3_
s8] 3 s obraz a2 o =5 zoa | g | obraz 2z sE
| = o o a o
s|E92| E= | B2 e | £2 =|ES2| £4 | Ea e | 32
& (|wESINEES s a8 | <= a|dge| 86 | S8 S8 | &z
1 <
i E zdsev kvasme:‘: vel- zésev kvasinek vel- r
1 | 4,000 = — mi_silny; infekce 12 0,30 mi dobry; fysiologic-
‘ | jednotlivé ¥ 8 5,300 ‘ = o ky stavidogrj; g?n!- 52 1,2
=t 1 | zeni infekce
zésev kvasinek vel- T 3 '
mi uilrzlg: :n:ekc; se 4 1 zésev kvasinek vel-
2| 4,500 — — pomnozila; pomér 5.5 1.3 I mi dobry; fysiologic-
kvasinek k infekci 9| 4500 | 1500 | 200 | ky stav dobry; vze- | 52 1.8
5:1 [ /| stup infekce
|
_ = 7
zésev kvasinek silny, | A zésev kvasinek vel-
ale as!l 1sh% bungk I/ mi dobry; fysiologic-
barvitelnych; infekce 10 | 4.500 - — ky stav dobry; in- 4.8 0.8
3| 5250 | 1,200 — | velmi silnd; pomér | 60 2.4 . fekce podstatné po-
kvasinky infekce tlateha
1:2 A= |
R ¥ zésev kvaslnek‘ vel-
zésev kvasinek vel- mi dobry; fysiologic-
4| 5500 | 1,500 200 | mi silng: podstatny | 5.0 1.7 11} 5500 | 1,200 100 | ky stav dobry; slab- | 51 1.2
ubytek infekce 5 vzestup infekce
zasev kvasinek vel- zasev kvasinek vel-
5 [ 5,000 — — mi silny; dal3i ome- 4,8 1.5 | mi dobry; fysiologic-
zeni infekce 12 5,500 1,500 250 , ky stav dobry; in- 50 0,80
LAk 4 | fekee podstatné
zésev kvasinek vel- | S
mi silny; fysiologic- S |
p ky stav dobry; in- | zésev kvasinek wvel-
61 4800 — == fekce v mezich; 4.8 1,2 l mi dobry; fysiologic-
pomér kvasinek 13| 5300 | 1.200 | 100 | ky stay dobry; in- 4,8 0.75
| k infekei 4:1 | fekce jednotlivé
3 zﬁ[sevﬂ k“srmeik[ vel- | zésev kvasinek vel-
mi silny; fysiologic- = LA mi dobry; fysiologic-
5000 | 1,500 150 | ¥y stay dobry; in-| 9 1,9 14 | 5,000 i i s M;‘ﬂm_ 5.1 0,65
| fekce zesilila (2 :1) | fekce jednotlivé

Tabulka 7
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Rizené p¥iddvdni formalinu a ferrikyanidu do Lontinudlnifo
procesu

Pridavek do
systemu

Mikroskopicky
obraz

Sacharisace

By

Den
temu za 24 hod.

z&pary v sys-
ml
ferrikyanid
Acidita ml 1,0
N NaQH/20 ml

Zpracovanl
my

formalin
mg

silny zdsev kvasinek,
dobry fysiologicky

stav; infekce vne- 12
sené

1 4,000 0,32

silny zésev kvasinek,
dobry fysiolegicky
stav; infekce se ne-
pomnoZzila

2 4,500 500 90 .5 0,50

silny zasev kvasinek,
dobry fysiologicky

stav; infekce se ne- 55
pomnozila

3] 5000 1,500 100 0,40

silny zdsev kvasinek,
dobry fysiclogicky

stav; infekce se nhe- 5.5
pomnoZila

4] 5,000 1,500 === 0,57

silny zésev kvasinek,
dobry fysiologicky

stav; infekce se ne- 5.2
pomnoZila

51 5,500 1,600 C= 0,61

silny zdsev kvasinek,
dobry fysiologicky
stav: infekce wvelmi
sporadicky v kazdém 50
4. zorném poli 1 zé&-
rodek

6 | 5000 1,500 200 0,60

7 5,250 1,500 100 5.2

0,62

silny zésev kvasinek,
dobry fysiologicky

stav; slabii pomno- 53
zeni infekce

8 | 5,300 1,800 90 0,72

silny zésev kvasinek,
dobry fysiologicky
stav; infekce se
zmensila

9 5,000 1,500 100 50 0,65

velmi silny zésev
kvasinek; fysiologic-
ky stav velmi dobry; 5,0
infekce velmi spora-
dickd

10 4,800 — — 0,68

Tabulka 8

Souhrn

Prace se zabyva zplisobem boje proti kontaminaci pii
lihovém kvaseni na zcela novych principech. Nevoli cestu
antiseptik nebo antibiotik, ale na zéklad& blokovéni risto-
vych latek nezbytnych pro kontaminaci. Tyto latky pfed-
stavované pravdépodobng slozitymi komplexy fosfoproteidd,
které jsou vAzané na vitaminy skupiny B, uvelfiuji kvasin-
ky bdhem lihového kvafeni. Prokazuje se, Ze intensivni
pomnoZovéani kontaminujicich Laktobacillt a jejich zvySeny
metabolismus souvisi s uvedenymi latkami pFitomnymi
v autolysdtu kvasnic i v kvasici melasové zapafe. Lze je
zneskodfiovat malymi mnoZstvimi formalinu pFidéavanymi
idmérné k jejich vzniku a v pribéhu kvaSeni. Podle vysled-
kt formalin nepfisobi jako antiseptikum. Jeho tinnost lze
zesilit pfidavky ndkterych antivitamind (GspéSna jsou
mald mnoZstvi ferrikyanidu sodného). Zisahy obéma lat-
kami se musi provadét pfimo v kvasném procesu. Pfiznivé
vysledky se potvrdily jak v kvasnych zkouSkdch s odbéry,
tak i v pokusech kontinuélnich.

V kontinudlnich pokusech dosaZeno zcela kontamino-
vanou kvasici zdparu béhem 3 dnt infekce téméF zbavit,
aniz byl obsah kvasné baterie m&nén. Dal3l kontinudlng
probihajici pokus, do kterého byly uméle pfikvaSovany
kontaminujici bakterie, podafilo se udrZet bez pfirdstkd
infikujicich bakterii Fizenymi pravidelnymi pfidavky for-
malinu a ferrikyandu. Vysledky provedenych pokusd se
provéraji v praxi a podle pFedbéZnych zjisténi jsou vy-
sledky velmi dobré.

Domnivame se, Ze novy nami navrhovany smér boje
proti kontaminaci bude vyznamny pro zvladnuti i jinych
kontinuélnich kvasnych pochodd, kde infekce je jednou
z hlavnich pFekaZek. Pro fefeni je v3ak nezbytné dikladng
znat puvodce infekce a jejich vztah ke kulturnimu po-
uZivanému mikreorganismu.
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BEBIBOIBL

B crarhe paccMaTpHBaeTca HOBBIE Meron OopeOBLI ¢ 3apake-
HIEM JIPOSKKEBLIX KYJIBTYP OPH CIOHPTOROM GDOXeHHH, OCHOBAH-
HEBIl HA HOBBIX NPHHIHNAX. BMecTo aHTHOHOTHICCKHX HJIH aH-
THCENTHIECKUX BEIIECTs IIDHMeHAeTCA BozA2icTBHE HA DOCTOBLIC
nemeerTsa HeoOXOAHMEIE A4 PasBHTHA 232Pa’kalilux MHEEPOOD-
TAaBEUZMOB. DTH BeOIecTRER NPEICTABIZCMEBIC IOBHAHMOMY CJIOE-
HEIMN KOMITIeRcaMi $ochopPoIPOTeHHOB BAEYTCA ¢ BHTAMHHAMK
IpYUNBL B H BIMAIOT Ha JIPOEKEBEE KYIBTYDBEL. BBINO yera-
HOTNIEHO, UTO HHTEHCHBHOE DPAa3MHOKEeHHe MHEPoGOB ceMeHcTBa
Lactobacilli ABIAOMHEXCA NMPATHHON KOHTAMHHAINN H HX MOBBI-
e EEBIE MeTaboausM HAX0MATCS B 3aBHCHMOCTH OT TIPHCYTCTBHA
YEA3AHHLIX BeIIECTB B aBToJmsare Apoised ® B OpomAmeM
3arope W2 MeIIAchI. 3apaskkalompe BenecTsa MoMHO HefiTpaan-
30RATE MAJBIMH EKOJHYIecTBaMH (opMaNuH2, MOoOaBIACMEIMH B 34~
TOP TC Mepe BO3HMKHOBEHHS 3apa®ednif W L SaBHCHMOCTH OT
thasrl Gpoennd, HabmojeHus MORA3EIBAIOT, 4TO (PopMamiH He
IpOSEIAETCH KAk AHTHCENTHYECKOE coegnHeHHe. DHHeRTHBHOCTE
rongefieTERg (hODMAJIHHA MOKHO eII¢ IOBBICTUER Jo6aBKoi ompe-
IeTCHHBIX aHTHBHTAMHHOB. B 5TOM oTHOMEI AN OLIITH MONyIEHEL
VIOBIETBODUTENBHBIE DE3YIBTATEL ¢ MAJBIMA EOTHIECTBAMH HKe-
JIG30CHHEPOIHACTOr0 HATDHSA. YEKA3aHHBIe BemecTBa TOOABIAIOTCH
p 3atoly 0e3 TMpepPBIBAHRS OPOEHIABLHOro Tpoxecca. 1I0MOMeTHIB-
HbIC PE3YARTATHI METOAa OTHOCATCH HETOJIBKO K OTHEJLHBIM IPO-
faM, HO W K HENPePEIBHOMY IIPOIIECCY.

IIpi sReOEPHMEHTAX YAAMOCH B TeYeHMH TPeX AHefi yeTpaHHTH
MOYTH COBEDIIEHHO 3apasKeHNe 3aToPa HAXOMMBINETrocs B BechbMa
MOX0M COCTORHHHE 03 BaMeéHLl CcofleDEAHHA GpogmabHol Oa-
Tapen. IIpH pmadpHeRIIHX SECOEPHMEHTAX B 3aT0D BBOJHIHCH
sapamkaromine 6aKTepUH, OSHAKO HECMOTPA HA STO IEePHOJHICCKHE
mobaBrr GOPMANMHA H KENe30CHHCDOAHCTOI0 HATPHS BOCIPEe-
TATCTEOBAIN DACIDOCTPAHEHHID 3apameHHd. Meron npomepaeTes
B HACTOHINEe BPeMd HEMOCPEICTRCHHO H& 3aB0AaX H ITOJHOCTHIO
ceba ompaBlbIBaet,

Eers Bee OCHOBAHNS TIPEINvaoi dTh, ITO HOBEI MeTOX 6opB-
6Bl 3 sapaxenneM OyAerT HMeTh BakHOE 3HAYMEHMEe H Iad APYTHX
GPOMIBEHEIX TPONECCOR MOCTABIEHHEIX HOI YTPO3Y HH(DERTHOH-
HEIX sapameHnfi. HeodXoIZuMo OJHAKO HSYIHTH TIMATENBHO
NPHIEAY 3apamkeHnii ¥ OTHONICHHS MOMEIY JIPOKIKEBHIMH KYIb-
TYFAMH 1 HX BpeJUTeIdAMH.

Summary

The article deals with a new method of inhibiting the
contamination during the alcohole fermentation process,
based upon new principles. Instead of using antibiotics
or antiseptics the method interferes with growth regu-
lating substances indispensable for the contamination.

The substances - presumably composite phosphoric pro-
teinsare bound upon vitamins of the B group and release
the yeast taking part in fermentation. It has been found
that the intensive propagation of contaminating Lactoba-
cilli and their intensified metabolism is connected with
the presence of the mentioned substances discovered in
the yeast autolysate as well as in fermenting mash.

The substances can be neutralized by small quatities
of formalin introduced during the fermentation in accor-
dance with the rate of their formation. The results of
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research work indicate, that formalin does not act as
antiseptic stuff. Its efficiency can be further improved
by adding somé antivitamins as for instance sodium
ferricyanide. Inhibitirs must be added during the fermen-
tation process. Positive results have been obtained with
samples as well as in continuous production.

In experiments on production scale heavily infected
mash was almost completely restored within three days
without changing the contents of fermenting battery.

In another experiment contaminating bacilli were intro-
duced into.the mash which despite this artificial conta-

mination was kept by adding formalin and ferricyanide
in sound condition. The results are now being verified
directly in manufacturing plants, the reports being so far
very encouraging.

It may be expected that the new method as described
in the article could be successfully applied for inhibiting
contamination of other fermenting processes where con-
tamination is one of the most serious problems. It is
necessary of course to study thoroughly the nature of
the contamination and the relation existing between the
infecting bacilli and yeast.



