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RIJESLANDBOUWPROEFSTATION HOORN.

AROMAVORMING DOOR BOTERAROMABACTERIEN,
DOOR
J. VAN BEYNUM.

(Ingezonden: 18 Juli 1934).

Over de bacterién, welke werkzaam zijn bij de productie van het voor
boter karakteristieke aroma, zijn door de bacteriologische afdeeling van het
Rijkslandbouwproefstation te Hoorn reeds een tweetal verhandelingen ver-
schenen, In de eerste, dateerend van 1917%), werden ontdekking, isolatie-
methode en de voornaamste eigenschappen der aromabacterién beschreven
en in de tweede?) werd verslag gegeven van een groot aantal roomzurings-
en karnproeven, welke in de eerste plaats aantoonden hoe inderdaad geur
en smaak van de boter gunstig beinvloed werden door de samenwerking
van melkzuurbacterién en aromabacterién. Het vraagstuk van een betrouw-
bare roomzuring bleek echter door het enkele feit van de doelbewuste toepas-
sing der aromabacterién bij deze zuring nog niet opgelost, zelfs niet bij gebruik-
making van geselecteerde zuursels, d.w.z. van bacteriologisch samengestelde
zuursels, welke uitverkoren werden wegens hun bijzonder krachtig aroma-
tischen geur.

Het is toch een bekend feit, dat niet alle melkzuurbacterién en aroma-
bacterién ,,op elkaar passen’. Bij het maken van alle mogelijke combinaties
van één melkzuurbacteriénstam en één aromabacteriénstam uit een beschikbaar
aantal stammen van beide bacteriéngroepen, blijken bij de beoordeeling
meestal slechts enkele der combinaties als ,uitstekend” te kunnen worden
hestempeld. Bij de andere combinaties is wel sprake van zelfs een duidelijken
invioed der aromabacterién op geur en smaak van het aldus verkregen zuursel
in dien zin, dat deze zuursels den voor een melkzuurbacteriénreincultuur
karakteristieken ,,goren’ geur niet meer bezitten, doch een eigenlijke aroma-

1y F. W.J. BoEgpour en J. J. OTT DE VrIES, Aromavormers bij de roomzuring.
Verslagen ». landbowwkundige onderzoekingen der Rijkslandbowwproefstations, 24 (1920),1,
Jaarversivg Proefzuivelboerderif, 1917, blz. 48,

2y F. W. J. BoERHoUT en J. VAN BEYNUM, Aromabacterién en botergebreken,
Verslagen v, landbouwkundige onderzockingen der Rijkslandbowwproefstations, 82 (1927), 415.
Jaarverslag Proefzuivelboerderty, 1926, blz. 266.
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geur is slechts zwak of zelfs niet bemerkbaar. Deze omstandigheid is
behalve door BorrnoUT en Orr pr Vrres ook duidelijk beschreven door
HamMer 1).

Bij het samenstellen van een zuursel, hetwelk voor de boterbereiding moet
dienen, bestaat dus thans geen andere weg, dan de zuiver empirische, waarbijj
men door ruikproeven uit combinaties van een beschikbaar aantal reincultures,
die samenstellingen kiest, welke den meest aromatischen geur bezitten.

Echter ook dan is men nog niet verzekerd van een goed resultaat, daar
bij de boterbereidingsproeven. al spoedig bleck, dat de eigenschappen der
volgens de beschreven methode verkregen zuursels niet constant waren, gelijk
gedemonstreerd werd door de cijfers, welke op de boterkeuringen werden
verkregen. Zelfs werden wel gevallen aangetroffen, waarbij de boter, bereid
uit room, geént met alleen melkzuurbacterién, een hooger aantal punten
voor reuk en smaak kreeg dan de boter, waarvan de room met een zooge-
naamde goede combinatie van melkzuur- en aromabacterién gezuurd was.

Deze feitenr doen duideljk uitkomen, dat de selectie van een goed room-
zuursel nog niet op exacte gronden berust en dat er bijj de roomzuring om.
standigheden zijn, welke zoodanigen inviced op de werking der bacterién-
combinatie kunnen hebben, dat de aromavorming niet verloopt, zooals men
wel zou wenschen.

Om hierin verbetering te brengen, is allereerst noodig een betere kennis
van de aromavorming. Nu doet zich hierbj) de moeilijkheid voor, dat het
aromavormend proces verloopt onder invloed van twee bacteriesoorten,
zondat niet alleen de eigenschappen der beide soorten van belang zijn, maar
ook de wederzijdsche beinvloedingen van de eene soort op de andere en
de andere op de eene. En het zijn juist kleine verschillen in den kwantitatieven
aard dei gebruikte bacteriénstammen, die hier door de wederkeerige werking
eon grooten invloed hebben. Combineert men één aromabacteriénstam met
twee verschillende stammen van melkzuurbacterién, dan kan het met deze
twee zuursels verkregen aroma heel verschillend zijn, niettegenstaande toch
beide melkzuurbacteriénstammen tot éénzelide bacteriologisch scherp ge-
definieerde groep behooren.

Ten gevolge van het feit, dat aroma alleen geconstateerd wordt bij getijk-
tijdige aanwezigheid van melkzuur- en aromabacterién, was het niet mogelijk
de individueele eigenschappen van de aromabacterién ten aanzien van de
aromavorming op zich zelf te bestudecren. Altijd moest de compliceerende
inviced der melkzuurbacterién geaccepteerd worden, hoezeer dan ook ge-

1) R. 8. FarmeEr and B. W. HaumueRr, Studies on the development of butter
cultures from mixtures of organisms, Agr. Exp. 8t. Iowa, 8t. Coll. of Agr. and Mech.
Arts, Research Bulletin n°. 146, Dec, 1931,
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wenscht was een methode te bezitten ter bestudeering van de aroma-
produceerende eigenschappen der aromabacterién alleen.

Hieronder worden nu een aantal proeven beschreven, verricht in de
jaren 1924 tot 1930, welke alleen betrekking hebben op het aandeel der
aromabacterién bij de aromavorming en waarbij dus de invloed der melkzuur.
bacterién werd uitgesloten.

Koolzuur- en azijnzuurproductie in zuursels.

Naar men weet, bezit gezuurde room een hoog gehalte aan opgeloste
gassen. Bjj het karnen in een hermetisch gesloten karnkneder wordt daarom
eenigen tijd na den aanvang het apparaat stilgezet om door een opening
den door het vrijkomen dezer gassen ontstanen overdruk te ontlaten. Aan-
gezien voor het karnen deze gassen in den room in opgelosten toestand aan-
wezig zijn, mag verondersteld worden, dat zij voor het grootste deel uit
koolzuur bestaan.

Inderdaad vindt men in gezuurden room en in zuursel een hooger
gehalte aan koolzuur dan in melk of room, welke niet aan de verzuring
door een mengcultuur (van aromabacterién en melkzuurbacterién) is onder-
worpen.. Bi] doorblazen wvan een cultuur met koolzuurvrije lucht en
absorptie van het koolzuur hieruit in barytwater werd bijv. gevonden een
hoevectheid van de orde van grootte van 10 mg koolzuur per 10 g
zuursel; in ongeénte melk werd op deze wijze slechts 0,6—1,3 mg per
10 g aangetoond. De laatste waarde heeft echter een toevallig karakter,
daar zij sterk afhankelijk is van de wijze, waarop de melk v66r het
verrichten der bepaling bewaard is.

Dat het hooge koolzuurgehalte van een mengeultuur te wijten is aan
de aromabacterién, blijkt uit-de bepaling van het koolzuur in een cultuur
van melkzuurbacterién, waar 0,6--1,9 mg koolzuur per 10 g werd ge-
vonden; dat is dus een zelfde hoeveclheid als in ongeénte melk. In rein-
cultures van aromabacterién alleen wordt in denzeliden tijdsduur als
waarin een zuursel tot rijpheid komt, bijna geen koolzuur geproduceerd,
maar op den langen duur ontstaat toch in deze cultures een hoeveelheid,
die overeenkomt met de in rijpe zuursels gevondene. Ook op andere wijze
kan men een koolzuurproductie in reincultures van. aromabacterién aan-
toonen. Als men nl. aromabacterién ent in een diepe laag weigelatine,
waarvan men de stikstofvoeding heeft verrijkt door toevoeging van bijv.
3 %, pepton Witte, dan wordt hierdoor de groeisnelheid der bacterién zdéo
verhoogd, dat het ontstane koolzuur niet snel genoeg kan wegdiffundeeren,
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waardoor gasbellen in den voedingsbodem ontstaan, alsof men met een
gistende bacterie te doen heeft.

Uit het bovenstaande zien wij dus een verschil tusschen de koolzuur-
productie in een reincultuur van aromabacterién en in een mengeultuur
van aroma- en melkzuurbacterién, niet echter, wat de totale produceerbare
hoeveelheid betreft, doch slechts ten opzichte van de preductiesnetheid.
Voor het ontstaan der totale hoeveelheid koolzuur spelen de melkzuur-
bacterién dus geen rol. Dit doet de wraag rijzen of de snellere werking
der aromabacterién in een zuursel, ten aanzien van de koolzuurproductie,
toegeschreven moet worden aan een invleed der bacterién op elkaar of op
de aanwezigheid van melkzuur.

Voegt men kunstmatig melkzuur toe aan melk, waarin aromabacterién '
gekweekt worden, dan ook komt ket tot een koolzuurvorming, welke
tamelijk snel verloopt. Er werd bijv. in een kolf met melk, waaraan per 1
62,5 cc nfl melkzuur was toegevoegd, na 2 dagen 5,2 mg koolzuur per
10 cc gevonden en na 3 dagen reeds 9,5 mg per 10 ce. Ook bij deze
proef is dus het koolzuur niet zoo snel ontstaan als in een mengcultuur,
doch we mogen hierbij bedenken, dat de groeimogelijkheid der aroma-
bacterién in beide gevallen niet dezelfde is. In het eene geval vindt de
melkzuurvorming geleidelijk plaats en vinden de aromabacterién gelegen-
heid in de eerste periode snel te groeien, terwijl in het andere geval door
de kunstmatige toevoeging van. het zuur de zuurgraad van het begin af
een hooge waarde heeft, welke de ontwikkeling der aromabacterién remt.

Er is dus reden te veronderstellen, dat het verschillend verloop der
koolzuurvorming in reincultuur en in mengoultuur te wijten is aan de
aanwezigheid van melkzuur. Een speciale werking der melkzuurbacterién is
niet aanwezig,

Bij proeven over de productie van koolzuur is gevonden, dat over een
langer tijdsverloop gerekend, eenzelfde aromabacteriénstam evenveel kool-
zuur vormt in niet-aangezuurde melk als in melk, waaraan verschillende
hoeveelbeden melkzuur zjn toegevoegd, aangenomen althans, dat de
hoeveelheid toegevoegd melkzuur de aromabacterién niet in hun groei
belemmert.

In een zuursel of in zurenden room kan de koolzuurvorming ver-
schillend verloopen. Waar na 24 uren zuren bij 1414° C soms 9 & 10 mg
CO, per 10 g aangetoond wordt, kan het ook voorkomen, dat in dit
tijdsverloop veel minder ontstaan is. De normale hoeveelheid wordt dan
gedurende de volgende dagen gevormd. Zoo werd bijv. in een geval
gevonden, bij 15° na 24 uren, 3,55 mg, na de volgende 3 etmalen nog
4,46 mg en gedurende het 5de etmaal 1,2 mg.
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In het verloop der koolzuurproductie treden dus reeds individueele
verschillen op, welke een aanwijzing geven over het al of niet ,rijp” zijn
van een cultuur.

In een koolzuurgehalte heeft men wel bewijs willen zien van de goede
eigenschappen van een zuursel en dan een zuursel als goed willen be-
oordeelen, indien bij} verhitting schuimvorming geconstateerd werd. In
ieder geval toont een koolzuurontwikkeling de tegenwoordigheid wan
aromabacterién aan, hoewel een dergelike proef te grof iz om de boven-
genoemde individueele verschillen te demonstreeren.

Voor ons heeft thans de koolzuurvorming geen ander doeel, dan dat wij
hierin een werking der aromabacterién zien, welke onafhankelijk is van de
aanwezigheid van melkzuurbacterién. .

Er is nog een tweede proces, dat kwantitatief onafhankelijk van de
melkzirurbacterién is. Dit is de vorming van vluchtig vetzuur.

Zooals reeds door BorkuaoUT en Orr pE VRIES was aangetoond, wordt
in mengeultures van melkzuur- en aromabacterién azijnzuur gevormd.
Door verbetering der bepalingsmethodiek 1) is het mogelijk geworden de
azijnzuurvorming beter te vervolgen, vooral in kwantitatie! opzicht.

De bepalingen werden verricht door in een destilleerkolf 50 ce ecultuur
4 80 cc water 4 10 cc n/l zwavelzuur + 10 & 15 druppels gereinigd olie-
zuur te destilleeren. Na afdestilleeren van 50 cc vloeistof wordt 50 cc
water toegevoegd, enz. en op deze wijze een aantal destillaten verkregen,
welke getitreerd worden met n/50 NaOH. Uit de verkregen titerreeks
wordt het gehalte aan azijnzuur berekend.

Men vindt nu in een uitgerijpt zuursel, d.i. dus in een mengcultuur
van melkzuur- en aromabacterién, een hoeveelheid azijnzuur van ongeveer
40 cc n/50 per 50 ce. Een reincultuur van alleen aromabacterién in melk
levert ongeveer 40 cc n/50 per 50 ce, terwijl dit getal ook gevonden
wordt bij reincultures in melk, waaraan melkzuur is toegevoegd. De
totaal-hoeveelheid gevonden azijnzuur is onathankelijk van de melkzunr-
concentratie, zoolang ten minste deze den groei der bacterién niet ver-
hindert.

Bij alle proeven is altijd als vluchtig zuur uitsluitend azijnzuur ge-
vonden. Bepalingen, verricht over zeer lang tijdsverloop, met een viertal
aromabacteriénstammen gaven steeds getallen van dezelfde orde van grootte.

De snelheid van de productie van het azijnzuur is afhankelijk van de
omstandigheden. Hoewel in alle omstandigheden ten slotte dezelfde hoe-

1} J. van BEYNUM, De bepaling van vluchtige vetzuren volgens de destillatie-
methode. Verslagen vaen landbouwkundige onderzoekingen der Rijkslandbouwproefstations,
89 ¢ (1933), 57. Jaarverslag der Proefauivelboerderij, 1932.
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veelheid gevormd wordt, is het verloop van deze vorming anders in een
mengeultuur met melkzuurbacterién dan in een reincultuur van aroma-
bacterién in melk en weer anders dan in cultures in melk met verschil-
lende hoeveelheden melkzour; dit wel in verband met de verschillende
groeiwijzen in deze verschillende omstandigheden.

Deze resultaten komen niet geheel overeen met die van HammER 1),
hetgeen ongetwijfeld geweten moet worden aan de bepalingsmethodiek en
den ouderdom der cultures op het tijdstip der bepaling,

Tn de vorming van het azijnzuur zien we dus een tweede voorbeeld
van onafhankelijkheid van het metabolisme der aromabacterién van de
melkzuurbacterién. Dit gaf aanleiding om te beproeven of de aroma-
vorming zelf wellicht eveneens zonder de hulp van melkzuurbacterién tot
gtand kan komen.

Aromavorming zonder melkzuurbacterién.

Tot nu toe werd de aromavorming beschouwd als het resultaat van een
symbiose van aroma- en melkzuurbacterién, waarbij de aanwezigheid en
de werkzaamheid der melkzuurbacterién als onontbeerliilk werd beschouwd.
Deze onontbeerlijkheid werd door BokksOUT en OTT DE VRIES 240 sterk
uitgedrukt, dat zij de melkzuurbacterién als de eigenlijke vormers van het
aroma beschouwden, waarbij de aromabacterién de grondstof zouden leveren.
De noodwendigheid van, althans een medewerking der melkzourbacterién,
vindt sterken steun in het feit, dat een aromabacterie van het soort,
zooals wij steeds in Nederlandsche zuursels vinden, alleen in melk ge-
kweekt, nooit aroma vormt,

(Gezien het feit nu, dat het metabolisme der aromabacterién in zekeren
zin onafhankelijk is van de melkzuurbacterién, doch dat het verloop er
van met den tijd beinvloed wordt door de gelijktijdige aanwezigheid van
melkzuurbacterién of van slechts toegevoegd melkzuur, bestond er aan-
leiding de cultuur vap aromabacterién in kunstmatig met melkzuur zuur-
gemagkte melk nader te bestudecren. Inderdaad werd in dergelijke vloei-
stoffen aromavorming waargenomen, gelijk blijkt uit de nevenstaande tabel.

Bezien wij deze tabel nader, dan is het zeer voor de hand liggend de
conclusie te trekken, dat voor de vorming van het aroma een bepaalde
zuurgraad het voordeeligst is. Het maximum van geur treedt op bij een

1y B. W. Hammegr, Volatile acid production of 8. lacticus and the organisms
associated with it in starters, Agr. Exp. 8t. Towa, St. Coll. of Agr. and Mech. Arts,
Research Bulletin n°. 63, Oct. 1920,
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TABEL 1.
Hoeveelheid nfl Hierdoor was Geconstateerde geur op

melkzuur per de melk

100 cc melk, 4.11 6-11
10 ce gestremd geen aromns geen aroma
8 .. - geen aroma zeer zZwalk aroma
6 , " aroma duidelijk aroma
5 . » weinig aroma zwak aroma
4, niet gestremd zeer weinig aromsa geen aroma
3, » " geen aroma geen aroma

Geeultiveerd bij 21° C. Geént was met 10 9} reincultuur in melk van een aroma-
bacteriénstam op 3 November 1924,

zuurgraad, waarbij de melk ongeveer een titer heeft van 7,56 & 8 ec n/l0
per 10 ce. Daarboven en daarbeneden neemtde geur af. Dat deze laatste
veronderstelling toch mniet geheel juist is, kan bljken uit de volgende
proef, welke zich over een grooter tijdsverloop uitstrekt en waarbij te-
gelijkertijd de groei der aromabacterién is nagegaan.

TABEL 2,
f
ce n/l melk- 14-11, 15-11. 18-11. 31-11,
zour per 100 -
cc melk, Geur. Bacterién. Geur, Geur. Bacterién. Geur, Bacterién,
3 geen aroma zeer veol gecn 4roma geen aroma zeer veel geen arcma zeer veel
4 M M PO ” » »” » » o om » " PR
& duidelijk aroma - " zwak aroma Zwak aroma " " zwak aroma - »
] " " . » dujdelijk aroma || duidelijk aroma » " duidelijk aroma " "
7 goor s {@eer zwak aroma » » »ow » » »ow
8 » s om gooT goor veel aroma veel
9 - » » » » tam, veel ZOOT weinlg
10 - ,, " » " weinig » geon

Gecultiveerd bij 21°°C. Geént met 10 9 reincultuur in melk van een aromabacterién-
stam op 12 November 1924.

Deze proef wordt nog duidelijker, indien we enten met een veel kleinere
hoeveelheid aromabacterién, waarbij dus het groeibeeld niet zoo sterk
vertroebeld wordt door de groote massa in het begin van de proef aan-
wezige bacterién,
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TABEL 3.
ce n/1 melk- 14-11. 15-11, 18-11. 21-11.
zuur per 100 |[—— — .
ce melk, Geur. Bacterién. Geur. Geur. Bacteritn. Geur, Bacteritn.
3 geen aroma zeer veel geen aroma goen aroma zoor verl geen arcma zeer veel
4 duidelijk aroma ” " » " u . . . - " " ”
5 - w ” . duidelijk aroma || duidclijk aroma " “ duidelijk aroma . ”
L jets goor veel » - ,, . » " " . » »
T goor weinig #OOT £0uT onkele goor enkele
8 " - » " " » geen
Y " " " » geoen " »
10 " . ,, ” - " »

Gecultiveerd bij 21° C. Geént met 1 groot oog per 30 ec aromabacteriénstam op 12 November 1924,

In de eerste plaats blijkt, dat voor aromavorming een minimum zuur-
graad noodig is. Aromavorming wordt pas mogelilk boven een rzuurgraad,
welke jets beneden een caseine coaguleerenden zuurgraad ligt.

Verder leeren de tabellen, dat de vorming van het aroma niet bepaald
wordt door een optimum-zuurgraad, doch dat de mogelijkheid van
bacteriegroei bepalend is. Het aanwezige zuur, waarvan de concentratie
tijdens de proef practisch niet verandert, heeft een duidelijken invloed op
den groei der aromabacterién, zoodanig dat een snelle groei bij de hoogere
zuurgraden later optreedt dan bij de lagere zuurgraden. In overeenstem-
ming hiermede zien wij het aroma bij hoogeren zuurgraad pas later
ontstaan en het wordt pas geconstateerd na de verandering van het aantal
bacterién in de cultuur fot ,,zeer veel”.

Bijzonder illugtratief hiervoor is de volgende proef.

TABEL 4. 1)
ve n/l melk- 28-11, 1-12, 9-12, 17-12. 10-1.
Zulr per
130 co 1
melk, Geur,| Bacterién, chr.; Bactoeritn. Geur.| Bacterién. Geur.| Bacterién. || Geur.| Bacteritn.
|
4 n zeer veel n zeer veel n veel n n veel
B da - n w om n " n veel schimmel
[} g veel da PR da » da enkele schimmiel
7 g enkele g enkele 14 enkele da zeer veel ar gecn
8 g geen g geen g fgectt schimmel
|

Gekweekt bij 21° C. Gesnt 1 groot oog aromabacteriénmelkeultuur in 30 cc op 26 November 1924.

1) In het vervolg zullen wij voor meerdere overzichtelijkheid de teekens: g= goor,
n = neutraal, z z a = zeer zwak aroma, z 8 = zwak aroma, ar = aroma, d & = duidelijk
aromsa, gebruiken.
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Het aroma ontstaat dus in de kolfjes met 5, 6 en 7 cc melkzuur na
resp. 2, 5 en 21 dagen, juist in overeenstemming met het tijdstip van
gnellen groei, Dat hier geen sprake is van groeibelemmering door bijv. een
overmaat vrij melkzuur wegens een slechts langzaam bereiken van het
chemisch evenwicht in het melk-melkzuurmengsel, kon bewezen worden
door de proef te herhalen bij enting van aromabacterién in kolfjes melk,
welke reeds 14 dagen viér de enting zuurgemaakt waren met melkzuur,
In deze proet werd hetzelfde resultaat verkregen als in tabel 4.

In cultures met toenemenden zuurgraad iz er dus een grens, waar-
boven geen aromavorming mogelijk iz, omdat hier de hooge zuurgraad het
den aromabacterién onmogelijk maakt te groeien. Zoodra we beneden deze
grens komen, zal in melk dus, zij het na langeren tijd, aroma kunnen
ontstaan. De hierbedoelde zuurgraadgrens is nist voor iederen aroma-.
bacteriénstam dezelfde. Als gewoonlijk bij bacteritn, is hier een wijde
variatie, waardoor ook het beeld van de proeven, voorgesteld in de
tabellen 2, 3 en 4, voor verschillende stammen kwantitatief verschillend
is. Eenig inzicht werd hierin verkregen door reincultures van verschillende
aromabacterién te kweeken op Weigelatine (d.i. wei van melk, gestremd
met stremsel, met 10 % gelatine en van lakmoeg-neutrale reactie), waar-
aan verschillende hoeveelheden melkzuur waren toegevoegd.

Het bleek bij deze proeven, dat de aromabacterién in het algemeen
nog bij hoogeren zuurgraad op de gelatineplaten groeiden dan de melk-
zuurbacterién, doch grijpen de groeigebieden van beide bacteriesoorten
over elkaar heen, zoodat het niet mogelijk is, met behulp van zure wei-
gelatine een scheiding tusschen deze soorten te verkrijgen. D. w. z. er zijn
melkzuurbacterién met een even hooge zuurresistentie als aromabacterién.

Van de op zuurresistentie onderzochte stammen melkzuurbacterién gafl
de meest zuurtolerante nog groei te zien op weigelatine met 0,24 9, melk-
zuur (2,7 ce n/l melkzuur per 100 co); de minst zuurtolerante groeide niet
op weigelatine met 0,12 % melkzuur (1,3 ce nfl melkzuur per 100 cc).
Van de in dit opzicht bestudeerde aromabacteriénstammen groeide er één
nog op weigelatine met 0,36 % melkzunr (4,0 cc nfl melkzuur per 100 ce)
en een andere niet op weigelatine met 0,18 % melkzuur (2,0 ¢cc nfl melk.
zuur per 100 ce).

Uit deze proeven blijkt wel, dat het niet in alle gevallen mogelijk is,
zooals boven reeds opgemerkt werd, uit een zuursel de aromabacterién af
te scheiden door kweeken op zuurgemaakte voedingsbodems.

Niet alleen, dat er verschil bestaat in zuurresistentie tusschen verschillende
stammen van aromabacterién, er is ook verschil in de zuurverdraagzaamheid
bij de verschillende individuen van eenzelfden stam, zoodat bij het
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maken van een koleniéncultuur van één stam op zure weigelatine niet alle
individuen zich tot kolonién ontwikkelen. Bij een der stammen groeide op
weigelatine met 0,3 %, melkzuur slechts 5 9, van het aantal individuen
(vergeleken met een zelide enting op weigelatine zonder zuur). Deze om-
standigheid maakt het dus onmogelijk om zelfs in het geval, dat er in
een zuursel een duidelijk verschil in zuurresistentie is tusschen aroma- en
melkzunrbacterién, het aantal aromabacterién in het zuursel met bhehulp
van zuurgemaakte weigelatine te meten.

Als wij ons realiseeren, dat de aromabacterién slechts hun aromatische
stof kunmnen produceeren in melk met een zekeren zuurgraad, liggende
tusschen een hoogste en een laagste grens, en dus hun aroma in een
zuureel slechts kunnen vormen tijdens de zuring, dan schijnt het voor de
hand te liggen om te wveronderstellen, dat die aromabacteriénstam het
beste resultaat zal geven, welke nog bi hooge zuurgraden in staat is te
groeien. Een dergelijke stam zal nl. over een grooter tijdsverlcop de
gelegenheid hebben in een door melkzuurbacterién zuur wordend zuursel
aroma te vormen dan een stam, welke spoedig door het tijdens de zuring
gevormde melkzuur tot werkeloosheid gedwongen wordt, waardoor voor
dezen laatsten stam slechts weinig of geen gelegenheid was aroma te
vormen. Dit lijkt vooral logisch, indien wij Bedenken, dat de zuring in
een zuursel zeer snel verloopt. Het fraject der zuring loopt nl. by 17°
practisch over ongeveer 15 & 20 uren. Hierna maakt de snelle stijging van
den zuurgraad plaats voor een steeds langzamer wordende. Nu is van de
periode van 15 & 20 uur slechts een gedeelte beschikbaar voor de vorming
van aroma, omdat zoolang de zuring nog niet voortgeschreden is tot een
zoodanige hoogte, dat stremming van de melk opgetreden is, de aroma-
bacterién geen aroma vormen. Voor een zuurgevoelige aromabacterie is
dus slechts een tijd van enkele uren beschikbaar voor de vorming der
geurstoffen.

Dat echter een dergelijke opvatting een te eenvoudig beeld geeft, bleek
reeds direct, toen bij vergelijking van 2 zuursels, samengesteld door 2 ver-
schillende stammen van aromabacterién te combineeren met eenzelfden
melkzuurbacteriénstam, het mengsel, waarin juist de minst zuurresistente
aromabacterie aanwezig was, beter geurende en smakende boter te geven
dan dat, waarin de meer zuurresistente aromabacterie aanwezig was.

Behalve op weigelatine werd de tolerantie jegens melkzuur cok onder-
gocht in melk en deze proef gaf tegelijkertijd een nieuwe aanwijzing over
de aromaproductie in zuur milieu. Zie tabel 5.

Zeer opvallend is in deze proef het verlies van den aromageur. Een-
maal gevormd aroma kan dus door de werking der aromabacterién weder
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ce nfl melkzuur per 8-12 10-12 15-12 24-12
100 ce melk. geur, geur. geur, gour

4 da n n n

b g da da n
6 g g da da

Gekweekt bij 21° C. Gesnt met 1 groot oog aromsbacteriéncultuur in melk op
6 Decemnber 1924,

verdwijnen, en wel zéddanig, dat, als de omstandigheden gunstig zijn voor
spelle aromavorming, zij evenzeer gunstig zijn voor het snelle verdwijnen
van den geur. D. w.z. hoe krachtiger de aromabacterién in staat zijn zich
te ontwikkelen, des te sneller ontstaat en verdwijnt het aroma. Bij lagen
zuurgraad iz daarom het aroma dikwijls slechts maar op één dag te

constateeren.

Qok bij dit verschijnsel vallen individueele verschillen op te merken.

TABEL 6.
Melkzuur, 1-1. 2.1.,8-1.}4-1, 1 5-1. | 6-1. | 7-1.§ 8-1.| 9-1, | 10-1.[13-1.

=
4,0 geen ar da| n n n n n n n n n g
4,7 N da|dajdafdal ar | ar | ar | n n n %
5,3 w g |da|da|da| ar |[da| ar |(Za za |28} ®
6,0 w g g |daldel/da|da|dajda|da | da E
6,7 n o g | g |8 6|8 | &8 |8 &g | &g |da 3

S
4,0 geen ar da|n | n | n | n n n|n | n | n §
4,7 o » da|da|da| n n n n n n n =
5,3 o w g g |[da|dajdaida|dalza | za|za ;
6,0 ., g g g |zajda|da|da|za | zajza]
6,7 o g g g g g g |da|da | da|da :::

Gekweekt bij 21° C. Geént met 1 groot cog melkeultuur op 3! December 1924.

De bacterie AR. T, 6,1 vernietigt blijkens deze proef het eigen aroma
niet zoo snel als bacterie A.R. I, 3,2, hetgeen duidelijk blijkt bij een
niiddelmatigen zuurgraad van 4,7 & 5 ce nfl melkzour per 100 ce melk.

(11) C. 75.



366

Qok bij een andere proel werd het aromavernietigend vermogen der
aromabacterién in het licht gesteld. Bij deze werd een haast onbegrensde
houdhaarheid van het aroma verkregen in zuurgemaakte cultures, waarin
de aromabacterién spoedig na het hoogtepunt der aromavorming waren
afgeatorven.

Ongetwijfeld moet ook dit vermogen tot aromavernietiging verband
houden met de gevoeligheid voor zuur van de betreffende aromabacterie.
Is de gevoeligheid voor zuur groot, dan zal in een mengenltuur (met
melkzuurbacterién), waarin de zuurgraad niet constant is, doch met den
tijd toeneemt, de aromabuacterie eerder zijn werkzaamheid beéindigen dan
indien de zuurgevoeligheid gering is. Sterk zuurresistente aromabacterién
kunnen dus wel nog bij hooge zuurselzuurgraden aroma blijven vormen,
doch kunnen het aroma bij die zuurgraden ook vernietigen. D w.z. dat
ook tijdens het bewaren van de boter, gemaakt met behulp van een
zuursel, waarin een zuurresistente aromabacterie aanwezig is, de vernietiging
van het aroma door de aromabacterién zijn voortgang kan hebben.

Het verschijnsel van het verdwijnen wan den geur bij het ouder
worden der cultuur, hetwelk wij uit de tabellen 5 en 6 aflazen en wat
ook te zien is in de daaraan voorafgaande tabellen, doet dus vermoeden,
dat in een goed zuursel het aroma a.h. w. door den hoogen zuurgraad,
die de melkzuurbacterién in de cultuur veroorzaken, ,geconserveerd’” wordt.
Bij sterk zuurresistente aromabacterién wordt de zuurgraad niet hoog
genoeg om deze ,,conserveering” te bewerkstelligen,

Om deze conserveeringstheorie te toetsen, werd een aantal kolfjes melk

TABEL 7.
Geur op
Oimlpfzn' Aromageur | Toegevoegd Datum
et ; duidelijk | n/1 melkzuur dezer 24.12,
aanwezig op: per 100 cc. | "0 || 4 uren na | 25-12 27-12.| 3.1
melkzuur. VOOBINE| toevoeging.
niets ar n n n
4 24.12 2 2412 ar ar ar ar
5 ar ar ar ar
niets n n
5 25-12 1 256-12 ar
5 ar ar
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zuurgemaakt met gepasteuriseerd n/l melkzuur, en wel met resp. 4en 5 cc
per 100 ce.

Na de enting met aromabacterién werd gekweekt bij 21° C en op den
dag, waarop een kolfje aromageur vertoonde, werd meer gepasteuriseerd
melkzuur toegevoegd om op natuurlijke wijze (evenals in een zuursel kan
gebeuren) de werkzaamheid der aromabacterién stop te zetten. Tabel 7.

De toestand van aromageur der cultures is hier dus bestendigd door
toevoeging van méér melkzuur, en dat hier van een werkelijke conser-
veering sprake is, volgt uit het resultaat van die kolfjes, welke zuurder
gemaakt zijn met 5 cc nfl melkzuur per 100 ce, waardoor in deze cultures
een zuurgraad werd veroorzaakt, die %66 hoog ligt, dat de aromabacterisn
onmogelijk meer hebben kunnen groeien.

Hoewel de melkzuurbacterién door hun eigen individueele eigenschappen
het proces der aromavorming gecompliceerder maken op een wijze, welke
thans nog niet te overzien is, is ter staving van het voorgaande een
tweetal aromabacteriénstammen met duidelijk verschil in zuurgevoeligheid
samengeént met een aantal verschillende stammen van melkzuurbacterién.

TABEL 8.
Melkzuurbacterie.
Aroma-
bacteri Geroken
RELEELD. M. W.7q.[M.W. 22 M. W.35.M.E. 8¢.| M.E. 2. | M.E. 1.
AW. 2 na 48 uren zZzZ4a | z2za,| %%4a br 1) br br
. 138 ar zZ a n zZ a n ar
AW, sd na 48 uren Zra | Z28 | ZZA br ZZa | zza
» 138 zZa n Za n n Z 8
Melkzuurbacterie.
Aroma-
basterie Geroken
BELETIS. M.IL. 2. | M.O.a. [M.O. 1. | M.O. 4. | MR, a. {M.R. 7b.
AW, 2 na 48 uren ZZa br br %z A br ZzZa
. 138 Z a ar ar ar ar ar
AW, sd na 48 uren Zza br zZZ4a | 2Za br ZZa
. 138, n n n n n za
1) br = branderig, een geur, welke cenigszins aan amylaleohol of cacaopoeder

doet denken.
(13) C. 77.



368

De aromabacterie A'W.s 4 is in deze tabel de zuurresistentere van
beide. Inderdaad is na 6 dagen het aroma van de zwakker zuurverdragen-
de aromacultuur beter, terwijl toch na 2 dagen de geur bi beide stammen
ongeveer dezelfde was. Op te merken valt, dat de mengeualtures na 2 dagen
gestrernd waren en geacht kunnen worden op den derden dag hun eind-
zuurgraad practisch te hebben bereikt.

Vermoedelijk zijn hier kleine verschillen in zuurresistentie reeds van
heteekenis. Bij de ten tijde dezer proeven in ons bezit zijnde reincultures
van aromabacterién was het verschil, bepaald op met melkzuur zuur-
gemaakte weigelatine, niet veel grooter dan overeenkomt met 0,7 cc nfl
melkzuur per 100 cc. Er bestaan grootere verschillen, doch alle rein-
cultures waren geselecteerde stammen, welke juist uitmuntten in aroma-
productie, zoodat, indien in de hierboven ontwikkelde hypothese juistheid
schuilt, groote wverschillen niet verwacht kunnen worden.

Van een aantal aromabacteriénstammen is het vermogen tot aromavorming
en aromavernietiging bepaald door kweeken in met melkzuur aangezuurde melk.

J | {\ -

BERN
j{ AWIIL2

j AR[LS,I
/ L

- ~
\\
j AEML3 ™ AE[L2

Fi1a. 1.

In fignur 1 is van enkele dezer de geur grafisch voorgesteld, zoodanig
dat op de verticale as de intensiteit van den geur en op de horizontale
as de tijd is uitgezet. Toelichting dezer figuur op blz. 403.
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De verschillen bestaan dus in de meerdere of mindere snelheid, waar-
mede het aroma gevormd wordt (uitkomende in den tijd, welke verloopt
tusschen enting en ontstaan van het aroma) en in het langer of korter
behouden van het aroma, Daar deze beide processen ieder op andere wijze
door de zuurgevoeligheid beheerscht wovden, is het toch niet doenlijk
gebleken uit de wverkregen grafische voorstellingen af te lezen of een
aromabacterie goed of slecht zal voldoen in een zuursel. Bij vergelijking
van deze grafische voorstellingen met de keuringscijfers der boterproeven
werd geen duidelijk verband gevonden. Slechis in enkele duidelijke ge-
vallen vertoonde het keuringscijfer der boter overeenstemming met de
grafiek der gebruikte aromabacterie. Er werd biv. een laag cijfer voor
geur en smaak der boter gevonden bij een aromabacterie, welke haar
aroma langzaam vormde en snel vernietigde, tegenover een hooger keu-
ringscijfer voor een hacterie, welke het aroma snel produceerde en lang-
zaam vernietigde,

Indien het juist is dat aromabacterién, welke nog bhij hooge zuurgraden
krachtig kunnen groeien, minder gunstig zijn voor toepassing in een zuursel,
is het niet onverschilliz op welke wijze men zich aromabacterién verschaft.
Volgens de methode Boerkmour—OrTT DE VRIES worden aromabacterién
geisoleerd door van een goed zuursel een koloniéncultuur op weigelatine aan
te leggen en hieruit van de in gesteriliseerde melk afgeénte kolonién de niet-
gestremde te onderzoeken op aromaproductie. De methode van SToRCH')
gaat uit van 14 dagen-oude zuursels. Door de vernietigende werking van het
zuur zijn hierin gewoonlijk de melkzuurbacterién geheel of bijna geheel af-
gestarven, zoodat bij het maken van een koloniénenltuur overwegend aroma-
bacterién op de gelatineplaten. verschijnen. Er bestaat dan echber kans, dat
men uitsluitend de sterkst zuurresistente stamamen isoleert. Geheel zeker
is dit niet, daar het verdragen in niet-groeienden toestand van een hoogen
zuurgraad niet samen behoeft te gaan met de mogelijkheid van groei hijj
hoogere aciditeit. Volgens onze ervaring hebben in groote trekken de op de
wijze van SrorcH geisoleerde aromabacterién bij boterproeven slecht voldaan.

Hierboven is beschreven hoe men een eenmaal in de culbuur gevormd aroma
kan conserveeren door toevoeging van meer melkzuur. De hoeveelheid melkzuur
die men kan toevoegen, is onbeperkt. In een zuursel geschiedt deze zuvrgraad-
verhooging ook. Deze is echter beperkt tot de natuurlijke grens der zuur-
vorming van de melkznurbacterién. De melkzuurbacterién der zuivelindustrie
nu berciken gemiddeld een zuurtiter van 9,0 ce n/10 per 10 cc melk, welke
titer dus wordt verkregen door toevoeging van 7,2 ce n/1 melkzuur per 100 ce

1) V. StorcH, Fortsatte Undersigelser over Fremstillingen af Syrevackkere, 102de
Beretning fra Forsbgslaboratoriet, 1919.
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melk. Gewoonlifk is na 24 uren zuren de titer van een melkzuurbacterién-
cultuur zelfs iets lager en ongeveer 8,7 ce nfl0 per 10 cc melk. In hoeverre
er bij dezen zuurgraad sprake is van conserveering van het aroma, moge
blijken uit tabel 9. Bij deze proef werd een aantal aromabacteriénstammen
geént in melk met 5 ec nfl melkzuur per 100 ce. Na het verschijuen van het
aroma werd aangezuurd met 1,9 ee n/l melkzuur per 100 ce en in de daarop-
volgende dagen de geur vervolgd.

TABEL 9.

Geconstateerde geur o
Aroma. 8 P

bacterie. |90 4 1914 |92.4.|23.4, 24-4.[27.4. 29.4.1 1.5, | 8-5.

AG.2lllzaldal|daldajdalda|da|da|za) Zuurtoegevoegd op 214

Opmerkingen.

nldalda n Geen zuur toegevoegd

AW.s¢ dalda|za| n Zuur toegevoegd op 21-4
de|ar | n n Geen zuur tosgevoegd

AE. 1 n dajdalda/dalda|da|da Zuur toegevoegd op 21-4
n |jda|da| n Geen zuur tosgevoegd

AR.32|da|da|dalda|da|dal| ar | ar | ar || Zuur toegevoegd op 21-4

daldajdaide|dal/da|da| ar | n | Geen zuur toegevoegd

Gekweokt bij 21°, Gesnt op 18 April 1925,

De melkzuurgisting in een zuursel.

Bij de proef van tabel 9 wordt wederom geconstateerd hoe de eene aroma-
bacterie zich anders gedraagt dan een andere. In een zuursel moeten deze
verschillen zich eveneens openbaren., Doch uit dergelijke eenvoudige
proeven als de beschrevene is moeilijk iets te concludeeren over het
gedrag der aromabacterién in een zuursel. Terwijl in de beschreven proeven
de aromabacterién gekweekt worden bij een constanten zuurgraad, welke
dan na een zekeren tijd kunstmatig verhoogd wordt tot een andere eveneens
constante waarde, geschiedt de zuring in een zuursel gelijkmatiger en het
verloop van de melkzuurvorming is niet dezelfde bij verschillende stammen
van melkzuurbacterién. Nemen wij op grond der hierboven beschreven proeven
aan, dat de melkzuurbacterién in het zuursel alleen beteekenis hebben voor
de productie van het aroma in zooverre zij het door de aroma-bacterién
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benoodigde melkzuur leveren, dan nog kan het niet geheel onverschillig zijn
hoe het verloop van de melkzuurgisting is.

Het is algemeen bekend dat men bij de vorming van een product van een
bacteriegroei in een geschikten voedingsbodem verschillende phasen kan onder-
scheident). Na een z.g. incubatietijdperk, waarin van de vorming van het be-
treffende produet analytisch nog niets te bemerken valt, volgt een phase, waarin
de hoeveelheid ervan op ongeveer logarithmische wijze toeneemt. In de derde
phage neemt de productie steeds sneller af, totdat het proces geheel stilstaat.

Het incubatietijdperk treedt ook op bij de melkzuurgisting. Dat dit geen
periode van rust is, doch dat in deze periode zd6 weinig zuur wordt gevormd,
dat de hoeveelheid niet voor analyse toegankelijk is, blijkt uit figuur 2, waarin
het verband melkzuurconcentratie — tijd is geteekend voor entingen van
resp. 10 %, 5 %, 1% en 0,5 °/_,. Bij de sterkere entingen zien wij geen incubatie-
tijdperk, omdat hier van het begin af reeds zooveel melkzuurbacterién aan-
wezig zijn, dat hun zuurvorming wel direct meetbaar is. Trouwens men kan
berekenen dat bij zwakke entingen in de eerste uren bij een constant productie-
vermogen slechts onbepaalbare hoeveelheden melkzuur gevormd worden.

Het incubatietijdperk behoort dus ook tot de logarithmische vermeerde-
ringsperiode, tenzij men werkt met entmateriaal, hetwelk een rustperiode
heeft doorgemaakt. Amerikaansche onderzoekingen hebben gedemonstreerd,
dat er dan wel eerst een periode van verminderd reproductievermogen is
{lag time).

De belangrijkste conclusie uit figuar 2 is het feit, dat het verloop van de
zuarvorming zeer weinig afhankelijk is van de enthoeveelheid. In de belang-
rijkste pericde der gisting loopen de vier lijnen ongeveer evenwijdig. Zoowel
bij de enting van 10 %, als bij die van 0,5 °/_, duurt de zuurgraadverhooging
in de cultuur van 3,2 tot 7,2 co n/10 per 10 cc 8%/, nur. Het gevolg hiervan is
een gelyk verloop van proeven, of deze nu met veel of weinig bacteriemateriaal
geént worden. Degzelfde verschijnselen doen zich bij een mwakke enting alleen
later voor. De stremming der melk geschiedde b.v. in de proef van figuur
2 na resp. 12, 16, 25 en 35 uren,

De melkzuurbacterién der zuivelindustrie, hoewel behoorende tot één of
misschien twee physiologisch tamelijk scherp omschreven soorten?), ver-
schillen zeer sterk in verzuringssnelheid. Het is eigenlijk slechts deze functie,
welke de waarde van een melkzuurbacteriénstam voor de zuivelindustrie
bepaalt. Voor de kaasbereiding althans is practisch de eenige eisch, die aan
een zuursel gesteld wordt, een groote snelheid van melkzuurvorming, opdat

*) Zie o.a. GrimMM, Centralbl. f. Bakt. 11, 32 (1911) 65 en Rann, Idem, 32 (1911) 375.
?) Zic Orra JEwWSEN, The lactic acid bactoria, Kopenhagen 1919.
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de melksuiker geheel vergist is védér de kaas in de pekel komt en opdat de
melksuiker z46 snel wordt omgezet, dat de wel altijd aanwezige colibacterién
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Fra. 2. Zuurvorming in centrifugemelk door melkzuurbacterie M W n bij verschiilende
enthoeveelheden. Geént met een uitgegroside melkcultuur. Gekweekt bij 16}° C.
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geen voldoende ontwikkelingskans krijgen. Ook voor een boterzuursel wordt
de eisch van snelle melkzuurvorming gesteld, opdat bij de gebruikte lage
verzuringstemperaturen bif een enthoeveelheid van ongeveer 109, zuursel
de room na een bepaalden tijd den gewenschten zuurgraad bezit.

De verzuringssnelheid kan b.v. uitgedrukt worden door opgave van den
stremmingsduur bi) een bepaald eotpercentage en kweeking bij bepaalde
temperatuur. Zoo worden door ons de melkzuurbacterién onderscheiden in
één-, twee-, drie- en meerdaagsche, waarmede bedoeld wordt, dat cultures,
verkregen door enting van 4 mg van een uitgegroeide melkenltuar in 30 cc
melk bij 21° C. gestremd zijn binnen resp. 1, 2, 3 of meer etmalen. Figuur 3
geeft het verloop der zuurvorming voor een twee- en een meerdaagsche melk-
zuurbacterie,

1
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Fio. 3. Gekweekt bij 17° C. Geént met 0,5 °/,, melkeuliuur. De horizontale
lijn geeft aan den zuurgraad, wasarbij de melk bij deze temperatuur stremt.

Bij onze proeven en bij praktijkzuursels hebben we alleen te doen met
snelzurende melkzuurbacterién'}. Dat ook bi deze het verloop der gisting
niet voor alle stammen gelijksoortig is, bewijst figuur 4, waarin de zuurvorming

1) Owerigens treft men in zuursels naast snelzurende steeds langzeam zurende
types aan,
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in centrifugemelk voor drie verschillende stammen grafisch voorgesteld is,
Het kwantitatieve verschil bij deze drie stammen, zooals zich dit uit in strem-
duur en bereikten eindzuurgraad, is betrekkelijk gering; het verschil is eerder
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Fia, 4. CGekweekt bij 17° C. Geént met 10 9, meikcultuur
20y C. 84.
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van kwalitatieven aard. B de melkzuurbacterie T1 eindigt de zmuurvorming
tamelijk abrupt, terwijl by de stammen I en III pa het eindigen van de
logarithmische phase nog een merkbare zuurgraadverhooging optreedt, Vooral
voor de bacterie III is dit zeer opvallend. Dit moet bij de vorming van aroma
in een mengeultuur zeer zeker van invloed zijn. Als wij ons bepalen tot de
vroeger genoemde zuurgraden, waarbij aromavorming door de aromabacterén
kan geschieden, dat iz dus het zuurgraad-interval, bepaald door zunrtoevoeging
van 4 tot 6 cc nfl melkzuur per 100 ce, dan is de tijdsduur van de stijging
der titer over dit interval bij de melkzuurbacterién I en II 3 uren en bij de
bacterie Iil 10 uren.

Stellen wij de vraag hoe deze eigenaardige verschillen in den vorm der
gistingskromme verklaard kunnen worden, dan wijzen de omstandigheden,
evenals bij de aromabacterién, naar den invloed, welke het zuur in de voedings-
vloeistof op de bacterién uitoefent. De gemiddelder aromabacterién hebben
een groeigrens in melk, welke ongeveer ligt bij een toevoeging van 7 cc nfl

melkzuur per 100 ce, d. i, cen titer der melk van angeveer 9,0 ce ;16per 10ce,

d.i. dus een zuurgraad, welke overeenkomt met den eindzuurgraad, die melk-
zuurbacterién in melk bereiken. Nu weten wij, dat de melkzuurbacterién
gemiddeld hup groeigrens hebben bij een lageren zuurgraad dan de aroma-
bacterién; dat wil dus zeggen, dat de melkzuurbacterién hun vermeerdering
of groei moeten beéindigen véor het bereiken van den door hen zelf ver-
oorzaakten eindzuurgraad, of dat de laatste phase der melkzuurgisting toege.
schreven moet worden aan een enzymewerking zonder celvermeerdering.

Dat dit werkelijk het geval is, blijkt uit de volgende proef. In gesteriliseerde
melk, waaraan verschillende hoeveelheden gepasteuriseerd n/1 melkzuur was
toegevoegd, werden melkzuurbacterién geént in zeer kleine hoeveelheden en
daarna werd door uitstrijken op weigelatine na verschillende dagen bepaald
of groei viel te constateeren. Zie tabel 10.

De betreffende bacterie groeit dus niet meer bij een titer in melk van 7,1
ce n/10 per 10 ce, hoewel de door deze bacterie veroorzaakte eindtiter, in een
14 dagen-oude cultuur bepaald, 9,0 cc n/10 per 10 cc bedraagt.

Wordt de proef van tabel 10 uitgevoerd met andere melkzuurbacterién,
dan vindt men verschillende waarden voor deze groeigrens. Zoo groeit van
de bacterién van figuur 4 N°. TIT niet meer bij een toevoeging van 5,3, N°. 1I
daarentegen niet meer bij 6,0 cc n/l melkzuur. Het is mogelijk, zoo niet
voor de hand liggend, om het spoediger afbuigen der zuringskromme uit
een grootere zuurgevoeligheid van het vermeerderingsproces te verklaren.

Dat het kwantitatieve verloop van het melkzuurgistingsproces op de
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TABEL 10.
Bacteriénaantal na
¢¢ 1/l melkzuur
per 100 ce, L n
cnting ’ 1 dag 2 dagen & dagen 6 dagen 10 dagon 14 dagen
0 weinig zeer veel
3,3 veel zeer veel
4,0 | Zeor gering enkelc i veel zeer veel
4,7 » . - enkele veel zecr vecl
5,3 ” " " » zeer gering geen gecn
6,0 . » 7eer gering ZOET {eTing geen - »
6’7 ” » » » ” ” ”» i n
7,3 welinig gecn geen geen » » »

Gekweekt bij 21° C, Ge#nt met 0,4 mg van een uitgezuurde melkzuurbacteriéncultuur
per 30 cc op 10 Maart 1925,

aromavorming vai grooten invloed is, blijkt wel uit de groote verschillen
der tijdsduren, gedurende welke aromaverming door de aromabacterién
practisch mogelijk is. Voor een aangenomen zuurgraadinterval van 4,0 tot
6,7 cc n/l geproduceerd melkzuur per 100 cc melk werd voor verschil-
lende melkzuurbacterién, welke toch alle tot het tweedaagsche type be-
hoorden, een beschikbare tijd voor aromavorming gevonden, varieerend
van 5 uren tot 23 uren bij een temperatuur van 17° C.

De bron van het aroma.

De aromabacterién zijn in staat om een krachtig aroma te ontwikkelen
in melk, waaraan melkzuur is toegevoegd. Dat evenwel het melkzuur zelf bij
de synthese der aromatische stof van geen belang is, kon aangetoond worden
met andere zuren. Een duidelijke aromavorming werd geconstateerd in
cultures van aromabacterién in melk, waaraan was toegevoegd per 100 ce:
5 4 6 cc n/l zwavelzuur, 5 & 6 cc n/l zoutzuur, 5 & 6 cc nfl salpeterzuur,
5 ce nfl oxaalzuur, 5 & 6 cc n/l wijnsteenzuur, 5 & 7 cc n/l citroenzuur.

Ock werd aroma verkregen bij gebruik van phosphorzuur, appelzuur
en barnsteenzuur. Het is dus alleen een zekere zuurgraad van het milieu,
welke de melk geschikt maakt om door de werking der aromabacterién aroma
te produceeren. Daardoor wordt ook de beteekenis der melkzuurbaecterién
alleen maar teruggebracht tot het brengen van de melk in het zuurgraads-
gebied, dat voor aromavorming geschikt is, en eventueel het veroorzaken
van een aromaconserveerenden zuurgraad.

Caseine en albumine =zijn van geen belang voor het aroma, zooals
blijkt uit het optreden van aromageur in sera, verkregen door filtratie
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van met zuren gecoaguleerde gesteriliseerde melk. In dergelike sera ver-
loopt het aromaproces geheel op dezelide wijze als in melk.

TABEL 11.
Serum, verkregen 11-6. 12-6. 13-6. 15-6. 17-8.
door filtratie
van melk, ‘ |
gecoaguieerd met Geur.| Bacterién. | Geur.! Bacterién. || Geur., Bacteri€n. || Geur.| Bacterién. || Gour.| Bacterién
|

5 n zeer veel || z 2 zeer veel za zoor veel n zeer veel n zeer veel
6 [ cc n/1 melkzuur n veel ar " » ar . " ar " » ar ” »
7 4 per 100 cc. n tam. veel n tam. veel n voel ar “ ”
8 n weinig n cnkele n enkele n geen n geen

Gekweekt hij 21° C. Geént met een aromabacteriénstam op 9 Juni 1925.

De beperkte rol der melkmaurbacterién werd ook gedemonstreerd door
de aromavorming, welke geconstateerd werd in gepasteuriseerd serum van
cultures in melk van melkzuurbacterién, gedeeltelijk geneutraliseerd met
calcinmearbonaat.

Zelfs in Chamberlandfitraat van melk kan bij een juiste zuurtoevoe-
ging (van 1,5 tot 3,5 coc n/l melkzuur per 100 cc) aroma gevormd worden.

Hierna is getracht aromaproductie te verwezenlijken in kunstmatig
samengestelde bodems, bijv. water, 59 lactose, voedingszouten, 14 %
cageinepepton, melkzuur.

In dezen bodem groeiden echter de aromabacterién niet, ook niet na
toevoeging van asparagine of na vervanging van caseinepepton door
pepton Witte. Toevoeging van caseine had, gelijk te verwachten was,
evenmin resultaat.

De vertegenwoordigers uit de groep der melkzuurbacterién stellen hooge
eischen aan den voedingsbodem. Bij deze proeven is wel gebleken, dat de
aromabacterién in dit opzicht nog kieskeuriger zijn dan de gewone melk-
zuurbacterién. Daarom missen wij een belangrjk hulpmiddel om op
betrouwbare wijze den invloed van wverschillende stoffen op de aroma-
vorming te bestudeeren, Wel is het mogelik om groei der aromabacterién
te verkrijgen in verschillende stoffen, welke de natuur ons hiedt, doch
hierbij blijft het nadeel, dat wij onvoldeende op de hoogte zijn van de
filnere samenstelling van deze. Zoo biedt bijv. vleeschbouillon een wit-
stekende voeding aan melkzuur- en aromabacterién en hiervan is gebruik
gemaaki voor enkele proeven omtrent de herkomst van het aroma.

Deze proeven zijn verricht met citroenzuur. Hierboven is reeds aan-
getoond, dat ook citroenzuur, evenals alle andere zuren, welke geen
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specifieke werking uitoefenen, in staat is de melk tot aromavorming
geschikt te maken. Bij de betreffende proeven nu gedroeg citroenzuur zich
opvallend. Die geur der met cifroenzunr zuurgemaakte kolfjes was op-
vallend krachtig aromatisch en lang blijvend. Met citroenzuur werd zelfs
beter aroma verkregen dan met melkzuur, dat toch overigens van alle
zuren het beste resultaat gaf.

Uit proeven van HammER') was reeds bekend, dat aromabacterién
citroenzuur aantasten en dit omzetten in vluchtig zuur. INammER heeft
dan ook aan de aromabacterién den naam gegeven van Bact. citrovorus
en Bact. paracitrovorns en gebruikt het gedrag der diplo- en strepto-
coceen ten opzichte van citroenzuur om aan te toonen of een bacterie als
aromabacterie beschouwd moet worden.

Dat aromabacterién citroenzuur omzetten kan men reeds dadelijk
demonstreeren door den zuurgraad van een cultuur in melk met citroen-
zuur te vervolgen. Door deze vergisting daalt de titer duidelijk (zie bijv.
tabel 17 en 18).

In vleeschbouillon, waarin de aromabacterién goeden groei vertoonen,
wordt evenals in melk geen aroma gevormd. Voegt men aan vleesch-
bouillon met 5 9%, of 19, lactose melkzuur toe in een geschikte concen-
tratie (bijv. van 0,7 tot 2,0 ce n/L per 100 ce), dan bemerkt men evenmin
iets van aroma. Echter bij een concentratie van 2 ce n/l citroenzuur per
100 ce bouillon werd zeer duidelijk aromavorming geconstateerd. Dit
geschiedde zelfs in vleeschbouillon, waaraan geen suiker was toegevoegd.
Op grond van dexe gegevens kan het wel haast als zeker worden geacht,
dat het citroenzuur de bron der aromatische stof is.

Proeven met cifroenzuur.

Het citroenzuur is dus zeer gunstig voor de vorming van het aroma.
Dit verraadt zich ook door het feit, dat het aroma over een grooter
zuurgraadsgebied ontstaat dan bi melkzuur. Bij melkzuur is dit zunr-
graadsgebied beperkt tusschen 4 en 7 cc n/l per 100 ce, bij citroenzuur
tusschen 4 en 9 cc n/l per 100 ce. De hoogste grens bewijst, dat citroen-
zuur in melk niet zoo’n hoogen zuurgraad veroorzaakt als een zelfde
hoeveelheid melkzuur. Daarom blijkt uit de gelijkheid der laagste grens
voor beide zuren, dat door citroenzuur reeds bij lager zuurgraad aroma-
vorming mogelijk is dan bij melkzuur.

Overigens verloopt het proces evenals bij melkzuur.

1) B. W. HauuMmER, Volatile acid production of 8. lacticus and the organisms as.

sociated with it in starters. Agr. Ixp. Stat. Jowa 8t. Coll. of Agr. and Mech. Arts,
Research Bulletin n°. 63, Qct. 1920.
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TABEL 12,
ce 0/l { Geur op
citroenzuur. |

19-10. 20-10. | 22-19, 24-10, 26-10. 28-10, 31-10, E 3-11.

4 ar

5 ar da

6 d a ar ar

7 ar ar ar ar ar ar ar

8 z a ar ar ar d a

9 zZZa da

Gekweekt bij 21° C. in serum, bereid van melk, waaraan per 100 cc de aangegeven
hoeveelheid zuur was toegevoegd. Geént met een aromabacteriestam op 15 Oectober 1925,

Toch mogen wij den gunstigen invloed van een toevoeging van citroen-
zuur in een vloeistof als melk, welke reeds van nature dit zuur bevat,
niet te hoog aanslaan. Er zijn verschillende reeksen proefnemingen gedaan,
waarbij citroenzuur vergeleken werd met melkzuur en de verschillen zijn
nooit pregnant geweest, ja zelfs meestentijds waren =zi] practisch van
weinig of geen belang. Cok het gebruik van natriumecitraat en zuurmaken
met zwavelzuur heeft voor de aromakwaliteit geen belang gehad.

Een eventuecele gunstige werking van citroenzuur in melk is ook nog
op andere wijze onderzocht.

Uit hierboven beschreven proeven is duidelijk geworden, hoe het aroma
ontstaat tijdens de periode van krachtigen groei der aromabacterign. Dit
doet vermoeden, dat het de groeiende aromabacterién zijn, welke aroma
produceeren. Om hierover nader uitsluitsel te krijgen, is een reeks kolfjes
op 15 April 1925 geént met een aromabacteriestam en is melkzuur in
geachikte concentratie op verschillende dagen hierna toegevoegd. Hoe later
dit melkzuur in de kolfjes werd gebracht, des te meer aromabacterién
waren aanwezig, echter des te minder groei was er. Indien aroma gevormd
werd door aromabacterién in rusttoestand, zou ook in oudere cultures nog
geur geconstateerd moeten worden. Zoo evenwel groei noodig is, kan men
alleen bij zuurtoevoeging in de eerste dagen aroma verwachten.

Uit tabel 13 zien we inderdaad, dat het vermogen tot aromavorming
in een oudere cultuur zeer wveel geringer is. Na 3 dagen is er nog maar
sprake van een zwakke aromaproductie.

Indien echter voor het aroma citroenzuur noodig is, geeft de proef van
tabel 13 geen juist inzicht, daar ook in een niet-znur milieu het citroen-
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TABEL 13.
Zuur Geur op
toegevoegd
op 16-4. | 174, | 18-4. 1 19-4, | 20-4. | 21-4, | 22-4, | 23-4. | 24-4. | 29-4,
15-4 g zalda | da | da Z a Z & a L3 n
16-4 da da da d a Za 7 & zZa zZ a
17-4 da da d a Za Z & Z a Z 8
18-4 d a d a z a Z a a
19-4 zZ a zZ a zZ 8 a Z &
21-4 n Z 8 Z & n
23-4 g zZa

Gekweekt bij 21° C. Géént met 1 groot cog melkeultunr van esn aromabacterie op
156 April 1925. Hoeveelheid toegevoegd melkzuur 5,3 cc nfl per 100 cc.

zuur door de aromabacterién wordt omgezet. In een oudere cultuur zou
dus tevens het voor het aroma noodige citroenzuur ontbreken. Daarom is
dezelfde proef herhaald met toevoeging van ecitroenzuur in plaats van
melkzuur, terwijl als vergelijking een contrlereeks met melkzuur dienst
deed. Het voornaamste uit deze proef vindt vermelding in tabel 14.

TABEL 14,
Zuur T 4 Geur, wasrgenomen op aantal dagen na
ooge .
toegevoegd sevoeg znurmaken:
Zugar
op 1 2 4 l 8 [ 8 ‘ 14
20-10 melkzuur g da ar ar ar Z &
citroenzuur ar da ar ar ar %8
24.10 melkzuur ‘ ar ar ar ar Z a n
citroenzyur | ar da ar ar ar Za
2.11 melkznur zZa ZZa | ZZ4a
cltroenzuur ar ar z &
8-11 melkzaur , n ZZa n
citroenzuur ! Z 8 % Za Z % a
12-11 melkzuur . g g z n n
citroenzunr n n n n n

Gekweekt bij 21° C. Geént op 20 October 1925. Hoeveelheid toegevoegd wzuur was
6 ec n/l per 100 ce,
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Uit deze proef kan geconcludeerd worden, dat na ongeveer één week
het aromavormend vermogen reeds sterk verminderd is, maar dat een
volledig wegblijven van aroma pas in drie weken oude culturen te con-
stateeren valt. Citroenzuur heeft op het weghlijven van aroma geen invloed.

We moeten dus aapnemen, dat in een cultuur van aromabacterién in
melk het groeiproces zich over zeer langen tija uitstrekt en dat op de
korte periode van zeer snelle (logarithmische) vermeerdering nog een lang-
durige volgt van langzamen groei.

Dit kan men ook direct aantoonen door in cultures van aromabacterién
de bacterién te dooden en dan de vloeistof opnieuw te enten met een
geringe hoeveelheid bacterién. Voor het dooden der bacterién komt het
meest een temperatuurdood in aanmerking, daar hierdoor de cultuurvloeistof
onveranderd blijft. Een hooge temperatunr is evenwel ook niet aange-
wezen, daar ock deze veranderingen kan veroorzaken en dit ook zeker in
het geval der aromabacterién doet. Oudere cultures van sommige stammen
van aromabacterién in melk vertoonen bij pasteurisatie nl. een unitvlokking
der caseine, welke niet aan den zuurgraad geweten kan worden. Bij deze
proeven iz dan ook een lagere temperatuur toegepast. Een verblijf van
ongeveer 16 uren bij 40° C. is voldoende om in een cultuur alle aroma-
bacterién te dooden. Cultures van aromabacterién werden nu na verschil-
lende tijden 18 uren bij 40° C. geplaatst, daarna weer geént met aroma-
bacterién en na eenigen tijd door uitstrijking op weigelatine onderzocht op
groei. Deze proeven leerden, dat pas na een leeftijd van 3 weken geen
groei meer te constateeren viel en dat na 14 dagen de groei reeds sterk
beperkt was. Reeds na 4 dagen was er een duideljke vermindering der
bacteriéntoename.

In het algemeen heeft ook bij de proef van tabel 14 een toevoeging
van citroenzuur practisch geen beter aroma vercorzaakt dan melkzuur.
Alleen na het midden van de drieweeksche periode is citroenzuur in staat
den invloed van den verminderden groei der aromabacterién te compen-
geeren, waardoor dan in de kolfjes met citroenzuur een iets betere geur
ontstaan kon.

Als de ouderdom der cultuur zé6 hoog geworden is, dat geen aroma
meer gevormd kan worden, zien wij nog wel een kwaliteitsverschil tus-
schen de melkzuur- en de citroenzuurkolfjes. De eerste blijven nl. langen
tijd ,,goor”, de laatste zijn direet ,,neutraal”. Dit verschil is echter niet
essentieel, daar de gore geur der melkzuurkolfjes veroorzaakt wordt door
den eigen geur van het melkzuur, welken het citroenzuur mist.

De proef van tabel 14 verloopt op volkomen gelijke wijze als men van
het begin af in alle kolfjes het citroengehalte verhoogt door toevoeging

(27) €. 91,



382

van natriumcitraat (5,2 g per 1 melk) en dan na verschillende dagen met
melkzuur zuurmaake.

Als derde proef in deze reeks werd citroenzuur gebruikt in combinatie
met in den voedingsbodem zelf door werking van melkzuurbacterién
ontstaan melkzunur, Hiertoe werden uvitgezuurde cultures van verschillende
melkzuurbacterién gefiltreerd en bij het gepasteuriseerde serum natrium.
citraat of calciumcitraat en verschillende hoeveelheden natriumecarbonaat of
calciumcarbonaat gevoegd. Van een begunstigenden invloed van het toe-
gevoegd citroenzuur was ook in deze cultures niets te constateeren.

Ten slotte zijn nog enkele proeven gedaan of misschien ook in meng-
cultures van aroma- en melkzuurbacterién verbetering van het aroma te
bereiken valt met behulp van citroenzuur.

De situatie is hier gecompliceerder, daar in de mengcultures het gehalte
aan melkzuur niet gedurende den geheelen duur der proef constant is en
dns ook de deelingssnelheid of de generatietijd der aromabacterién ver-
andert door de toenemend remmende werking van den stijgenden zuur-
graad. De aromabacterién hebben dus in een mengecultuur geen vrije
ontwikkeling. Bij het voortdurend overenten van een mengcultuur ontstaat
ten slotte een evenwichtstoestand tusschen aromabacterién eenerzijds en
melkzuurbacterién anderzijds, waardoor zoo’n zuursel zijn aromabacterién
blijft behounden, zij het dat het percentage, berekend ten opzichte van de
totaalflora, afhankelijk iz van de individueele eigenschappen der samen-
stellende bacteriesoorten. Het iz echter niet van te voren te zeggen of deze
natuurlijjke verhouding de meest gunstige is. Men zou zich bijv. kunnen denken,
dat beter aroma werd verkregen als de zuurvorming pas optrad op het
moment, dat de toename van het aantal aromabacterién het sterkst was
{vgl. ook de proef van tabel 13). De aromaproductie zou dan geschieden
op het meest actieve moment van de aromabacterién en de hierna
volgende periode van aromavernietiging zou vallen in het gebied van nog
slechts gering groeivermogen.

In werkelijkheid blijkt bij de proef, dat bij gebrnik van normale
melkzuur- en aromabacterién, d. w.z. van combinaties, welke in de ge-
wone zuurselpractijk goed voldeden, geen voordeel voor de aromavorming
werd verkregen door de aromabacterién een voorsprong te geven, d. w.z.
door deze eerder in de melk te enten. Werden bijv. de melkzuurbacterién
slechts 24 uren later in de melk geént (de entingen, ook die der aroma-
bacterién, werden verricht met ongeveer 4 mg melkeultuur per 30 cc
melk), dan was de aromavorming reeds duideliflk minder dan by gelijk-
tijdige enting.

Worden de melkzuurbacterién eerder in de melk geént dan de aroma-
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bacterién, dan gaat de toestand meer gelijken op dien, welke verkregen
wordt bl kunstmatige zuurtoevoeging aan de melk, hoewel door het hoog
stijgen van den zuurgraad de tijdsduur voor groei en werkzaamheid der
aromabacterién veel beperkter wordt,

TABEL 15.
Geént met Mealkzuur- Geconstateerde geur na
aromacultuur bacterisn-
op cultuur, 1 dag. |2 dagen. |3 dagen. | 4£ dagen, | 5 dagen.
1-1 K5 n zZa Za zZ & zZ a
R 1 g Z & a Z a ar
5-1 K5 g g g ZZ 8 ZZ 8
R1 g g 4 Za ar
6-1 K5 I g g g g Zz a
R1 z g n Z a ar

Gekweekt bij 21° C. Beide bacteriescorten géént met 1 groot platina-ocog melkeultuur
in 30 ec melk op 4 Januari 1926,

In tabel 15 zien we dit bevestigd. X 5 is een zeer snel en hoog
zurende melkzuurbacterie, B 1 zuurt langzamer en bereikt een minder
hoogen zuurgraad in melk. In overeenstemming hiermede is het aroma
met R 1 beter en treedt in de oudere cultures het aroma in de cultuur
met K 5 later op.

Deze proeven zijn herhaald met toevoegingen van citroenzuur, hetzij
door de bacterién te kweeken in melk met citraat, hetzij door latere
citraatgiften. Eenige invloed hiervan is wederom niet geconstateerd.

Uit de beschreven ruikproeven met citroenzuur volgt dus, dat in die
omstandigheden, welke geheel of gedeeltelijk met de practijk overeenstemmen,
van een gunstigen invlced van extra-toegevoegd citroenzuur niets is ge-
bleken. Een gunstig effect werd alleen bereikt bii het kweeken van
aromabacterién alleen in met citroenzuur zuurgemaakte melk.

Azijnzuur in cultures van aromabaecterién.

Zooals hierboven reeds uiteengezet is, wordt door de aromabacterién
in melkeultures altijd dezelfde hoeveelheid azijnzuur gevormd, of wij nu
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