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INLEIDING.

De gistingen in kaas, welke met gasvorming gepaard gaan, kunnen
we, naar het tijdstip van ontstaan van de gaten, verdeelen in een
vroeg beginnende en een laat beginnende gasvorming. Deze ver-
deeling is niet alleen gebaseerd op het tijdstip van aanvang, maar
hangt ook nauw samen met de aard van de gisting. De vroeg be-
ginnende gasvorming staat hier bekend onder de namen heft, rijzing,
pekelheft of vroeg-los en vindt plaats in de kaas onder het persen,
tijdens het omloopen of gedurende het begin van het pekelen. Ge-
durende deze tijd bevat de kaas nog lactose en het vroeg beginnend
los is dan ook te wijten aan een suikervergisting, waarbij de lactose
voor een deel wordt omgezet tot de gasvormige producten koolzuur
en waterstof. Daar in pas gemaakte kaas de lactose snel door de
melkzuurbacterién wordt omgezet, kan deze gasvorming alleen
veroorzaakt worden door micro-organismen, die zich snel kunnen
ontwikkelen, Meestal schijnen hier alleen maar de coli-aérogenes-
bacterién van belang, alhoewel DEMETER (1941) eenige gevallen
noemt, waarbij gisten een rol speelden. Daar bij het vroeg-los de
kaasmassa nog niet gerijpt is en dus nog geen homogene; plastische
massa vormt, zijn de ontstaande gaten onregelmatig van vorm‘
- Soms ontstaan er zeer veel kleine gaten.

Bij het laat beginnend los ligt de zaak een weinig anders. De
melksuiker is dan reeds omgezet tot melkzuur, zoodat men hier dan
ook wel van nagisting spreekt. Het laat-los kan alleen veroorzaakt
worden door bepaalde bacterién, die een deel van het lactaat om-
zetten tot gasvormige producten. Hiervoor komen slechts enkele
bacterién in aanmerking: de propionzuur-, de boterzuur- en enkele
melkzuurbacterién. In 1907 isoleerden VoN FREUDENREICH en ORLA
JENSEN propionzuurbacterién uit kaas. Deze bacterién, die lactaat
onder koolzuurvorming kunnen vergisten, werden later in allerlei
kaassoorten aangetroffen, waarbij van BEYNUM en PETTE (1941)
aangaven, dat ze ook betrokken kunnen zijn bij de gasvorming in
Nederlandsche kaassoorten. Een deel van de boterzuurbacterién, nl.
die waaraan vaAN BEYNUM en PETTE (1934, 1935} de naam Clostri-
dium tyrobutyricum gaven, kan ook lactaat vergisten, waarbij water-
stof en koolzuur gevormd worden.

De zgn. boekelscheurbacterién, welke ook lactaat kunnen ver-
gisten onder vorming van koolzuur en waterstof, behooren niet
tot deze beide groepen Ze werden voor het eerst gelsoleerd door
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Boexsout en OTT DE VRIES (1917, 1918). PETTE en vAN BEYNUM
{1943) bestudeerden de Werkmg van deze bacterién nauwkeuriger
en vonden, dat ze verwant zijn met de melkzuurbacterién, doch zich
van de meeste vertegenwoordigers daarvan onderscheiden, doordat
ze het uit suiker gevormde lactaat weer voor een deel vergisten
kunnen. Ze gaven hen de naam Lactobacillus bifermentans.

Bij de nagisting is de kaasmassa meestal plastisch, zoodat er dan
ronde gaten ontstaan, Treedt het gebrek in erge mate op, dan kun-
nen zich ook scheuren vormen. Fen kaas met dergelijke scheuren
noemt men een knijper. '

Bij dit onderzoeck hebben we ons, zooals reeds de titel aangeeft,
beperkt tot de vroeg beginnende gasvorming, welke we voortaan
vroeg-los noemen. Ze wordt altijd als een gebrek beschouwd, het-
geen we niet van alle vormen van laat-los kunnen zeggen. Verder
hebben we alleen bacterién van de coh—aerogenesgroep in ons onder-
zoek betrokken.

In het eerste deel van het onderzoek beschreven in de hoofd-
stukken I tot en met IV, is nagegaan, Welke bacterién van de coli-
aérogenesgroep het vroeg-los kunnen veroorzaken en werden tevens
eenige factoren bestudeerd, welke hierop invloed uitoefenen,

- In het tweede deel, beschreven in de hoofdstukken V en VI,
- hebben we de manier bestudeerd, waarop we met cenige bestrijdings-
middelen de vroeg beginnende gasvorming kunnen tegengaan en is,
met behulp van proeven met kaas bepaald, welk middel voor de
practijk het meest geschikt is. Bij de genomen proeven beperkten

we ons tot de wijze van kaasmaken, welke voor de Nederla.ndsche :
harde kaassoorten gebruikelijk is.



HOOFDSTUK 1

HET GEBRUIKTE BACTERIENMATERTAAL

§ 1. ISOLEERING VAN DE BACTERIEN

Alvorens de isoleering van de in dit onderzoek gebruikte stammen
te bespreken, dient te worden vastgesteld, wat we hier onder coli-
aérogenesbacterién hebben verstaan. Deze bacterién hebben de
vorm van een kort staafje, ze zijn gramnegatief, facultatief anaéroob
en missen het vermogen tot sporevorming. Terwille van dit onder- -
zoek, waarbij het gaat om een vergisting van lactose, hebben we
ons nog de voorwaarde gesteld, dat lactose vergist moet Worden
onder de vorming van zuur en gas.

Bij de isoleering zijn we uitgegaan van verschillend materiaal.
We gebruikten de methode van WiLsoN (1g35), waarbij gebruik
wordt gemaakt van een voedingsvloeistof volgens Mc ConkEYy met
de volgende samenstelling: :

Rundergal . . . . . . . . . . ... 30 cm®

Lactose . . . . . . . . . . ... .. Iog

NaCl . . . . . o 0o c v v o 58

Pepton Witte . . . . . . . .. .. og

Water. . . . . . .. L 1000 cm3

Neutraalrood. . . . . . . . . . .. 10 cm® van een waterige

_ I % oplossing
PpH .. . . .. .00 e 7.4

Om een vaste voedmgsbodem te verqugen voegden we dan nog
15 g gewasschen agar toe.

Bij de isoleering uit rauwe melk werd een oogje ‘hiervan uitge-
zaaid op deze agar, waarna de plaat gedurende 24 uur bij 37 °C werd
geplaatst. Hierna entten we iets van een alleen liggende coli-kolonie
over in bouillon. Nadat de bouilloncultuur 2—3 uur bij 37 °C had
gestaan, zaaiden we weer een oogje hiervan uit op de agar. De
volgende dag entten we iets van een alleen liggende, nu als rein be-
schouwde kolonie over op een schuingestolde bouillonagarbuis,
waarop we de reincultures gedurende het onderzoek bewaarden, Bj
de isoleering uit faeces zaaiden we een oogje van een waterige sus-
pensie uit op de agar en handelden we verder als hierboven be-
schreven. Bij de isoleering uit kaas wreven we eerst I g kaas in een
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steriele mortier fijn met g cm3 van een steriele 2 %, natriumcitraat-
oplossing van 50 °C, waarna we een cultuurbuis, gevuld met de
voedingsvloeistof volgens Mc CoNREY, entten met een geschikte
hoeveelheid van deze suspensie. Trad er in een dergelijke buis gas-
vorming op, welke werd aangetoond met eenbuisje volgens DURHAM,
dan zaaiden we een oogje van de inhoud uit op een agarplaat. De
verdere gang van zaken was dan gelijk aan die beschreven bij de
isoleering uit melk. Verder isoleerden we nog eenige.stammen uit
grond, afgevallen bladeren en gras. Een hoeveelheid hiervan brach-
ten we in een cultuurbuis gevuld met vloeistof volgens Mc CoNKEY,
waarna we de buizen, waarin gasvorming optrad, op dezelfde manier
behandeélden als bij de isoleering uit kaas, Tenslotte betrokken we
nog eenige stammen van het Laboratorium voor Microbiologie te
Wageningen en een stam van het Microbiologische Laboratorium
der Technische Hoogeschool te Delft in ons onderzoek.

"Tabel 1 geeft een overzicht van de herkomst van de verschillende
cultures. ' o :

TABEL 1 - Herkomsi van de geisoleerde stammen

Stam No ) Herkomst Stam No ) _ Herkomst
1 Faeces mensch 22 | Melk
2 Lab. Microb., Wageningen 23 Faeces koe
3 Kaas . ‘ 2¢ | Facces koe
4 Kaas - 25 Lab. Microb., Wageningen
5 Kaas 26 Melk
6 Kaas o 27 Melk
7 Kaas 8 Melk
8 Kaas o 29 Melk
g Lab. Microb,, Wageningen 30 Melk
10 Lab. Microb., Wageningen 31 Melk
il Lab. Microb., Wageningen 32 Gras
12 Lab. Microb., Wageningen| = 33 Grond
13 Afgevallen bladeren 34 Afgevallen bladeren
14 | Gras 35 Afgevallen bladeren
15 Gras . " 36 Grond
16 Melk : 37 Melk ~ .
17 Afgevallen bladeren 38 | Lab. Microb., Wageningen -
18 - Grond o 39 Lab. Microb., Delft ‘
19 Grond S 40 " Afgevallen bladeren
20 Melk 41 Gras :
21 Melk . - 42 Grond
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§2. DETERMINEERING EN KLASSIFICEERING
VAN DE GEISOLEERDE STAMMEN

In de loop der jaren zijn er veel methodes en proeven beschreven
om de bacterién van de coli-aérogenesgroep te determineeren. Uit
de gegevens van tabel 2, afkomstig van PaRR (1939), blijkt echter

" dat het eerstgenoemde viertal proeven het meest gebruikt worden.

"TABEL 2 Proeven, die in recente publicaties (22) gebruikt werden,
om de coli-afrogenes bacterién te determineeren ’

bt ozt e
Indolproef . . . « v < v v . . . W e e e e e e e 15
Methylroodpreef . -0 . . . . . . . e e e Ve e e e 20
_Reactie volgens Voges-Proskauer . . . . . . . o v v - 4 v . . 22
Gebruik vancitroenzuur . . . © . oL L L L L e e e . . 20 .
Gebruik vanurinezuur., . . . . L L L L 0 h v e e e e s G
Vergistingvancellobiose . . . . . . . ... ... ... L. 4
Vervloglingvangelatine . . . . . . . . . .. .00 3
Proefvan Eijkman . . : . . . . .. e e e 2
Productievan H,S . . . . . . . .. e e e e e e .. 2
Vergisting van saccharose . . . . . . . . . . e e e 1
Vergisting vaninositel . . . . . ... . . . ... 0., 1
Vergisting van o_’,-methylglixcoside ...... P . 1

PARR (1938, 1939) gaf deze vier proeven, uitgaande van de vier
beginletters, de naam Imvic-groep. Hij gebruikte alleen deze vier,
maar vele andere onderzoekers gebruiken daarnaast voor een ver-
dere differentieering nog.een paar andere. '

Behalve van deze vier proeven der Imvic-groep hebben wedanook
nog gebruik gemaakt van de vervloeiing.van gelatine en van de
proef van EIJKMAN, waarhij nagegaan wordt of de te onderzoeken
bacterie glucose kan vergisten bij 45°C.. =

Bij ons onderzoek hebben we gebruik gemaakt van de door WIL-
~ soN (1935) gegeven indeeling van de coli-aérogenesbacterién, welke

1ndee11ng door tabel 3 wordt weergegeven (blz. 12}. ‘
- Deze indeeling is gemaakt aan de hand van een onderzoek van
496 stammen, waarbij echter 3 stammen. niet geplaatst konden
- worden. Met behulp van. de methylroodproef, de proef van VoGes
en ProskAUER en de citraatproef wordt hier de groep in drie gedeel—-
ten verdeeld, waarna met behulp van de andere proeven in elk
gedeelte nog onderverdeelingen worden gemaakt. Deze methode
lijkt ons beter dan de vele andere, waarover hier nog enkele op-
merkingen volgen. BERGEY (1939) verdeelt de coli-aérogenesbacte-
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TABEL 3 Indeeling van de coli-aérogenesbacterién volgens Wilson
) Ver-
Type WD | Tadal | MR, | Vir | Citrat | Bifkman | 702
. gelatine

Bact. coiI . . . . . ct | + 1o+ - - |+ -
Bact.coII. . . . . C2 - + - ~ - -
Coliachtigtype 1. . . Cal -} -} - - -
Coliachtig type 2. . . Ca2 - + - - F -
Coliachtig type 3. . . Ca3 - + - - - +
Intermediair type I . | I1 -+ - + - -
Intermediair type IT . 12 + + - T4 - -
Intermediairachtig type | Ia - + - - - +
Bact. aérogenes I N Al - - +4- 4 - -
Bact. atrogenes IT . . A2 - - -+ .+ - -
Bact. cloacae . . . . Cl = - 4 .+ - o+
Agrogenesachtig type 1 Aal - - ER - - -
Agrogenesachtig type 2 Aal - - + + 4 -

tién over twee geslachten, nl. Escherichia en Aerobacter, waarbij de
colitypen en de intermediaire typen gerangschikt worden in het
eerste en de agrogenes- en cloacactypen in het tweede genus, Hierbij
wordt echter niet tot uitdrukking gebracht, dat de intermediaire
typen een overgangstype vormen tusschen de coli- en de aérogenes-
bacterién. Een dergelijke forsche scheiding in twee geslachten lijkt
ons dan ook niet gewenscht. Bovendien maakt BErRGEY gebruik
van de H,S-productie bij de indeeling en uit de publicatie’s van
WiLson (1935) en VAUGHN en LEVINE (1936} blijkt, dat allerlei
omstandigheden op het resultaat van deze proef invloed hebben.
KuiNE (1935) rekent de intermediaire typen ook tot het genus
Escherichia, waarbij hij zich beroept op het feit dat, wanneer coli-
bacterién in steriele grond worden uitgezaaid, er na eenige tijd
intermediaire typen uit kunnen worden geisoleerd. Dit feit is ook
waargenomen door MINKEWITSCH, RABINOWITSCH en JOFFE (1936)
en MINKEWITSCH (1930) wil het intermediaire type dan ook Bact.
coli citrovorum noemen. Daar hierbij ook weer geen rekening wordt
gehouden met het overgangskarakter van de intermediaire groep,
willen CARPENTER en FULTON (1937) een gedeelte van de groep over-
brengen naar het genus Escherrchia en een ander gedeelte naar het
genus Aerobacter. TITTSLER en SANDHOLZER (1935) onderzochten
de intermediaire typen met behulp van het al of niet vergisten van
vele koolhydraten, polyalccholen en glucosiden en trokken daaruit
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TABEL 4 Resultaten van de determingering van de geisoleerde stammen
Ver-
Stam | MR. | V.P. |Giwaat | Indol | Eijkman | Viotien Naam
. gelatine
1 + - - + + - Bact. coli I
2 + - - + + - Bact. coli I
3 + - + + - - Intermediair type II
4 + - + - - - Intermediair type I
5 + - e - - - Intermediair type I
6 + - . + - - Intermediair type IT
7 + - - o+ - Bact. coli |
8 + - - 4 4+ - Bact. coli I
g + - - + 4+ — | Bact. coli I
10 + - - + 4+ - Bact. coli I
11 - + + - - — Bact. aérogenes I
12 + - - + + - Bact. coli 1
13 + - - + + - Bact. coli I
14 + - - - - — | Bact. coli II
15 + - 4 - - - Intermediair type I
16 + - - - - - Bact. coli IT
17 e - - + -+ - Bact. coli I
18 + - - + + — | Bact. coli I
19 - 4 + - - - Bact. agrogenes I
20 + - iR - - - Intermediair type I
211 + - 4 - - - Intermediair type I
22 + - - + + - Bact. coli I .
29 + - - + - - Coliachtig type 1
24 + - - + - - Coliachtig type 1
25 + - - + + - Bact, coli I
26 + - - - - — | Bact. coli II
27 + - - +. + - Bact. coli I
28 . + - + + - - Intermediair type 11
29 - - - + + - Bact.coil ¢:
30 —~+ - - + + - Bact. coli L
3] + - o + + = | Bact. cali I
39 + - + + - ~ | Intermediair type I
33 + - + - - - Intermediair type 1
34 + - + - - - Intermediair type I
35 + - + - - - Intermediair type I
36 + - - + - Bact. coli I .
37 + - o+ + - - Intermediair type I1
38 + ~ T - - - Intermediair type I
39 - + + - - 4 Bact. cloacae
40 - + - - - - Agrogenesachtig type 1
41 - + - - - - | A€rogenesachtig type 1
42 - + - - - -

_Agrogenesachtig type 1
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de conclusie, dat de intermediaire groep zoo heterogeen is, dat ze
geen recht van bestaan heeft. Deze methode van onderzoek is echter
minder juist, daar hierdoor de diagnose der bacterién op zoovele
kenmerken komt te rusten dat, telkens bij de isoleering van nieuwe
stammen, er voor vele van deze weer geen plaats zou zijn in het
systeem, ' : .

We zijn echter met WERKMAN en GiLLEN (1932), PARR (1938,
1039) en Wirson (1935) van meening, dat de intermediaire groep
wel recht van bestaan heeft en dat uit de plaats in de indeeling van
de geheele groep moet blijken, dat de intermediaire typen een tus-
schenpositie innemen tusschen de colitypen en de agrogenestypen.
Vandaar dat we bij ons onderzoek de indeeling van WiLsoN ge-
bruikt hebben. In het vervolg maken we bovendien vaak gebruik
van de afkortingen die tabel 3 vermeldt.

Voor een nadere omschrijving van de methodes, welke wij ge-
bruikt hebben bij de determineering verwijzen we naar de Voor-
schriften voor de bacteriologische keuring van drinkwater, uitge-
geven door de hoofdcommissie voor de normalisatie in Nederland.

I'abel 4 (blz. 13} laat deresultaten van de determineering zien. Ter
contréle hebben we een jaar na de eerste determineering deze nog eens
herhaald. De resultaten waren gelijk. Sommige intermediaire stam-
men hebben een zwakke reactie op acetyl-methyl-carbinol, zooals
ook WERKMAN en GILLEN aangeven (1932). Hieruit blijkt weer eens,
dat deze typen volkomen tusschen de coli- en de aérogenesbacterién
instaan. :

§3. DE VERGISTING VAN LACTOSE
DOOR DE COLI-ABROGENESBACTERIEN

Voor ons onderzoek is deze eigenschap van groot belang, daar
we bij de vroeg beginnende gasvorming in kaas ook te doen hebben
met een lactosevergisting. Tabel 5 geeft de resultaten van een onder-

'zoek van WiLson (1935) weer, waarbij hij naging, welk gedeelte
van de verschillende typen lactose kon vergisten onder zuur- en
gasvorming.

TABEL &

De lactosevergisting door de coli-aérogenesbacterign (volgens Wilson)

T Vergisting van
ype lactose door

Colie v vt ve i e 999
Intermediair . . . . . . . . . . . 989
A€rogenes . . . . . . ., Ve T 9839%

Cloacae . . . . . . .. . _ 89
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We zien dus dat bijna alle coli-aérogenesbacterién lactose kunnen
vergisten. In het begin van ons onderzoek hebben we bepaald, hoe-
veel gas onze stammen uit lactose konden vormen. Hiertoe namen
we gistingsfleschjes van 120 cm3, voorzagen deze met 1 cmd van een
3 uur oude bouilloncultuur van elke stam en vulden hen dan met
2%, lactosebouillon. De fleschjes werden bij 30 °C geplaatst en het .
gevormde gas werd opgevangen in met verzadigde pekel gevulde
buretten. Tabel 6 toont de verkregen resultaten van deze proef,
. welke ecnige malen met hetzelfde resultaat werd herhaald.

TABEL 6 . Gasvorming it Lzctose door de getsoleerde stammen

) cm! gasna - cm®gas na
Stam Stam

24 uur | 48 uur | -68 uur 24 uur 48 uur 6B uar

1 21,7 28,5 30,9 22 32,0 37,6 -

2 24,3 304. | 322 23 |. 219 28,7 -

3 36,2 40,4 42,1 24 202 | 292 | -

4 37,8 47,5 50,2 25 1 225 | 330 | -
5 41,9 51,6 542 | 2 27,3 37 | 347
6 32,4 37,0 38,3 27 25,8 33,4 34 4
7 19,6 30,8 33,8 28 81 23,0 31,1
8 188 | 251 27,0 29 27,5 35,0 35,9
9 294 | 357 36,9 30 18,1 28,7 31,3

10 16 22,3 26,7 3 27,6 31,5 -

11 41,4 91,2 - 32 15,6 33,0 -

12 | 208 23,0 23,5 33 19,4 25,5 -

13 22,5 28,0 29,2 34 6,6 18,4 -

14 3,9 -'22,9 29,0. 35 .. - 7,8 22,5 -
15 20,0 . 24,7 25,2 36 21,9 - 29,3 - 30,3
16 35,1 41,8 43,3 37 28,2 37,8 41,4
17 32,2 37,0 - 38 80 | 12,0 13,3
18 22,0 | 276 - 39. | 189 | 405 47,5
19 22,8 48,4 65,0 . 40 5,6 155 | . 26,9
20 30,0 37,6 - . 41 19,2 24,6 28,3
21 33,6 426 44,5 42 20,2 25,0 29,6

Het bll_]kt dat er niet veel Versch11 is in de hoeveelheid gas, die
door elke stam gevormd wordt. De intermediaire typen, Bact.
adrogenes en Bact. cloacae produceeren wel iets meer gas dan de
andere typen, maar we roeten er rekening mee houden, dat deze
typen, door hun kleine zuurproductie, onder deze omstandigheden
meer lactose kunnen vergisten dan de colitypen We hebben ook de
samenstelling van hét gas bepaald en vonden in overeenstemming
met de gegevens van de litteratuur, dat het gas gevormd door de
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coli en intermediaire typen meer waterstof bevatte dan dat van de
adrogenes-cloacactypen. Tenslotte geven we, met behulp van een
publicatie van SCHEFFER (1928), een overzicht van de producten,
die de verschillende typen uit suiker kunnen maken. Tabel 7 laat
eenige resultaten van dezen onderzoeker zien, waarbij de gevormde
hoeveelheden aangegeven zijn in gewichtspercenten van de vergiste
glucose. We zien groote verschillen tusschen de suikervergisting van
het colitype en het intermediaire type eenerzijds en het agrogenes-
- en cloacaetype anderzijds, waardoor we gemakkelijk het verschil-
lende gedrag kunnen begrijpen bij de methylroodproef en bij de
reactie volgens VoGES-PROSKAVER.

TABEL 7
_De sutkervergisting door de coli-adrogenesbacterin (volgens Scheffer)
Producten Bact. coli Inte:;np:ﬂia.ir a&}r;:;et;;e ¢ | Bact.cloacae

Koolzuur . . . . . ... . .. 10,7% | 10,99% 39,39% 42,39,
Waterstof . . . .. ... ... | 05% i 05% | 05% | 05%
Melkzuur . . . g . o 2 vou v . 42,49, | 41,89% 5,69 1,69%
Barnsteenzutr o . .. . v . 4 . 20,29, 20,19, 2,194 -
Mierenzuur . . . . - . . e 0,69 - ] L9% 2,29,
Azifnzaur . . . L - L. . . 14,39 | 12,19 0,5% 1. -~
Aethylaleobal . . . . . . . .. 11,09, 9,39% . 17,09 16,89,
Acetyl-methyl-carbinal . . . . . - - sporen 0,39,
2.3 butyleenglycel . . . . . . . - - 26,49, 28,89,

§4. IETS OVER DE VERSPREIDING
VAN DE VERSCHILLENDE TYPEN IN DE NATUUR

Voor ons onderzoek is het van belang te weten op welke manier
en met welke bacterién van de coli-aérogenesgroep de melk gedu-
rende de winning besmet kan worden. Daarom volgt hier, samen-
gesteld met behulp van eenige litteratuurgegevens, een overzicht

. van de verspreiding van de verschillende typen in denatuur. Tabel8,
overgenomen uit de publicatie van WiLson (1933), laat zien welke
typen zooal voorkomen in de naaste omgeving van de koe.

DoRNER (1925) vestigt er echter de aandacht op, dat koemest
niet altijd bijna uitsluitend colibacterién bevat, maar dat er soms
overheerschend veel agrogenesbacterién in voorkomen. .

FEen andere mogelijkheid voor een plotsehnge sterke besmettlng
van de melk met aérogenesbacterién is de door hen verocorzaakte
uierontsteking. SToCKER {1936) beschrijft dergelijke gevallen, waar-
bij de verschijnselen dezelfde zijn als bij de door de Streptococcen
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TABEL 8
Over de verspreiding van de coli-afrogenesbacterién over eenige stoffen (volgens Wilson)
N . Stroo, hooi, gras
‘Van het totaal aantal behoort tot het: - Koemest granen, meel,
veekoeken
Colitype . . . . v v v v v s v s e v v 98,4 9%, 32,69,
* Intermediaire type . . . . . . . e e © 0,09 11,29,
ABTOgenestype. « + v« . o« v e P 1,6 % 31,29,
Cloacactype. « + « « « « « o o « v o « & 0,09, - 23,89

veroorzaakte uierontsteking, nl, alkalisch reageerende melk, die veel
katalase en chloor en weinig suiker bevat. Bij deze ontsteking, die
vooral optreedt in de herfst bij plotselinge weersvera.ndermgen is
de melk bijna een reincultuur van Bact. aérogenes.

. Over het voorkomen van de verschillende typen in rauwe melk
zijn ook veel onderzoekingen gepubliceerd. Eenige gegevens, voor-
komend bij WiLsoN (1935) en DEMETER (194I), verwerkten we in
tabel g.

TAREL 9
Over het voorkomen van de verschillends typen coli-aérogenesbacterién in rautwe melk
Van het totaal aantal behoort tot het
A s
Hevr Colitype Inte:l;n;;;haue A#rogenes type

Kline . . . . ... .. .. .... 35,09% 14,09, - 5L,09%
Kon. .. ... .. ....0.0.. .. 29,69, 22,49, 48,09,
Yale. . ~ . . . . e e e e e e e 63,09, 11,09, 26,09,
Zavagli . . . . . .. .. FEEEFN 46,09 10,09, 44,09,
Demeter en Sauver . . . . . e e 25,3 9%, 55,59, 19,29,
Lipska. . . . . « o« ¢« v 0 o o o . 45,59 35,0% 15,59,
Malcolm .

Stalperiode .. . . .+ . . . .. . 71,09, 21,59, 7,59,

Weiperiode . . . . . . . . .. . 40,4 %, 37,29, 22,49,
Oser + v v v v v v v e e e e 38,39, 56,8 9, 4,99,
BartramenBlack . . . . . . . .+ . . 57,09, 21,09, 22,09,
Tarrel. . . . ... .. e e a 53,09, - 1,09, 40,09,
Wilsom: . . . . . v 4 v .. 50,29, 31,89, 37,59,
Gemiddelde . . . . . ... .. .. 44,09, 26,69, 29,4 %,

We zien dat in rauwe melk alle typen regelmatig voorkomen,
Tenslotte geeft tabel 10 nog een overzicht, weer gemaakt met be-
hulp van gegevens van WiLson, van de waarschijnlijke herkomst
van de verschillende typen die in rauwe melk voorkomen.
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TABEL 10

Over de waarschijnlijke herkomst van de coli-aZrogenesbacteritn in melk (volgens Wilson)

- Afkomstig van

Type
Bact. coli I PN e e e e L. farces
Bact.coliII . . . . ., . .. .. L. hooi, stroo
Coliachtige typenlen2 . . . . . . . . .. ‘ faeces
Intermediairtype I. ... . . . . . .. . hooi, grond
Intermediair type IT. . . . . . . . . ... onbekend )
Bact.a€rogenes I. . . . . . .. .. ... granen, meel, veekoeken
Bact. aérogenes IT. . .. . . . . ... .. onbekend
Bact.cloacae . . . . . . . . . .. ... veevoeder en besmet gereedschap

Wirson vond het intermediaire type IT en Bact. aérogenes IT
alleen in melk, zoodat hij hiervan niet de herkomst kon aangeven,
Wij hebben echter ook van gras een intermediair type II kunnen

isoleeren.



HOOFDSTUK 11

EEN ORIENTEEREND ONDERZOEK NAAR DE TYPEN,
DIE VROEG-LOS KUNNEN VEROORZAKEN

- §1. WELKE TYPEN KUNNEN VROEG-LOS VEROORZAKEN?

‘Alvorens met behulp van proeven met kaas na te gaan welke
typen van de coli-aérogenesgroep vroeg-los kunnen vercorzaken,
hebben we eerst met behulp van eenvoudige laboratoriumproeven
. eenige oriénteerende onderzoekingen verricht. ‘

Allereerst hebben we hiervoor gebruik gemaakt van de lebgistings-
proef, daar hierbij de bacterién ongeveer onder dezelfde omstandig-
heden leven als in kaas. Wijde, steriele cultuurbuizen met een
. inhoud van 125 cm® werden voorzien van 1 cm? van een 3 uur oude
bouilloncultyur van elke stam en van 30 cm®melk, die eerst was ge- -
kookt en waaraan we, na afkoeling tot 15 °C, 1 cin® van een 35% op-
lossing van CaCl, en 0,3 cm®stremsel (sterkte 1:16.000) per liter toe-
voegden. De gevulde buizen plaatsten we bij 30 °C, waarbij de melk
na een half uur gestremd was. Na 24 uur beoordeelden we het resul-
taat. Daar zonder de hulp van gasbellen de stremselwerking blijk-
baar niet sterk genoeg was om de wrongel te doen samentrekken,
bleven de buizen; waarin geen of zeer weinig gas gevormd was,
gevuld met gelijkmatig gestremde melk. Bij de buizen met een posi-
tief resultaat had de wrongel zich, tengevolge van de stremsel-
werking en degasvorming, sterk samengetrokken en dreef de wrongel-
massa boven op de uitgetreden wei. We hebben deze proef vele
malen herhaald, zelfs met cultures die gedurende een jaar waren
gekweekt op bouillonagar, maar de resultaten, welke worden weer-
gegeven door tabel 11 (zie blz. 20), waren steeds gelijk.

Bij de beoordeeling ,,iets gas”’ bevatte de overigens nog niet
samengetrokken wrongelmassa toch eenige openingen, terwijl de
beoordeeling ,,iets positief” wil zeggen, dat er reeds een tamelijk ver
. samengetrokken wrongelmassa was ontstaan met tamelijk veel gaten,

Figuur 1 laat eenige negatieve en positieve lebgistingsproeven zien’
en figuur 2 een doorsnede van de wrongelmassa van een p051t1eve
en een negatieve proef.

Uit tabel 11 blijkt, dat de colitypen, met ultzondermg vanstam 31
onder deze omstandigheden geen gasvorming veroorzaken. De C,-
typen vallen naast de C,-typen op doordat zij in de wrongel nog wel
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TAREL 11 * Lebgistingsproef met reincultures
Stam Type Resuliaat Stam Type Resultaat
1 a1 - 22 a1l -
2 or o = 23 Cal -
3 12 C o+ 24 Cal -
4 11 + 25 c1 -
5 1 + .26 . G2 . | - (iets gas)
6 | 9 + 27 Cl1 -
7 - Q1 g 28 12 +
8 eS| - 29 cr -
g . Cl~- _ - - 30 gl -
10 cr | - 81 ' Ccl1 iets positief
1mo Al 4 32 - I2 +
12 Q. = 33 I'1 - | iets positief
13 ci1 - 34 11 _
14. c2 — (iets gas) 35 I1 -
15 11 - 36 Cl -
16 cz2 — (iets gas) [ 37 I2 +
17 Cl - 38 Il -
18 clo - © 39 cl +
19 Al 4+ 40 Aal +
20 I1 e 41 Aal .- +
21 11 4+ 42 Aa'l +

eenige openingen kunnen maken.Van de intermediaire typen kunnen
sommige stammen bij deze proef gas produceeren en sommige niet.
Tenslotte zien we dat de aérogenes- en cloacaetypen alle gas kunnen
vormen. Het gedrag van de verschillende stammen bij deze leb-
gistingsproef is niet te verklaren met de resultaten vermeld in
tabel 6, waarin we aangaven, hoeveel gas de verschillende stammen
konden vormen uit lactosebouillon. De colitypen produceerden
immers bijna evenveel gas als de andere typen, terwijl het gas veel
meer waterstof bevatte dan dat der andere typen. Daar waterstof
veel minder oplosbaar is in water dan koolzuur, is het eerstgenoemde
gas bovendien veel werkzamer. Om voor deze kwestie de oplossing
te vinden bepaalden we, op dezelfde manier alsbijde lactosebouillon,
hoeveel gas onze stammen konden vormen uit wei, daar deze gas-
vorming beter te vergelijken is met dic bij de lebgistingsproef, Het
volume van de gistingsfleschjes was nu echter maar 40 cm®, In tabel
Iz, waar we de resultaten van deze proef kunnen zien, zijn ter ver-
gelijking eveneens de resultaten van'de lebgistingsproef nog eens
opgenorrnen, - - Co ‘ B



. o ~ Figuur 1. Lebgistingsﬁroef met reiﬂ_culture;

No | Geént met | Type ©~ ||.° ". No. . - Geént met Type
1 stam 17 cl’ -9 stam 25

2 Sy 19 Al ‘ 10 w4 It
3 o, 14 . c2 - 11 ‘niet geént | -
4- 2,20 - 11 S stam 11 | A1
5 W 21 |0 T 3., 12 | ¢l
6: oL, 22 ol T4 AR S E

7 s 3 1 12 'p 15 U el
8. s 24 | Cal 16 A [ P o 5

Alleen de vertegenwoordlgers van de aerogcnes- en de 1ntcrmed1a1re groep geven ecn
typische gisting, de coli-bacterién met.

Figuur 2 Doorsnedc van de wrongel van een posmcve en een
negatieve lebgistingsproef B
no | geént met stam 20 (I 1) no 2 geént met stam 22 (C n



Figuﬁr 3. Lebgistingsproef met combinaties van typen.

- No foto - Clombinatie van: . Verhouding ' Resultaat
L o .

1 stam 11 en stam 2 1:0 +
a2 e 1, 2 C1:10 L+
3 LIl 2 1: 100 Fok

4 N | 1:1000 : -

5 - ‘stam 20 en stam 2 10, +

6 ey 20, ., 2 T:10 - ’ " Jets gas

7 o 200, ., 2 1:100 =

8. w 20, o, 2 ~1:1000 - R

g stam 37 en stam 2 S 1:0 . Lo+
0,37, ., 2 “1:10 4
11‘ T ey 37 a_}. s -2 1:100 ' T -

12 |, 87, 0, 2 1 : 1000 -
13- stam 20 en stam 15 e B
4 |, 20, 15 1:10 " ets gas
15 - s 20, ., 15 1:100 : L
16 . B 43 20 s 3 LD - 1t 1000 T i C -

Het blijkt dus, dat. de gaSvorming door een los-positieve stam kan worden stopgezet .
: door toevoeging van los-negatieve bacterign. . -
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Gasvorming uit wei deor de geisoleerde stammen

cm? gas na: Resultaat
Stam - van de
24 wuar 48 uur | 72 uur 96 uur lebgistingsproef
1 1,0 7.0 7,2 7,2 . -
2 2,0 55 " 8,1 6,1 -
3 17,5 29,0 . 319 32,6 4+
4 17,5 70,0 110,0 137,0 3
5 2,5 13,5 22,6 30,3 +
6 14,5 24,5 28,1 29,5 -+
7 1,5 3,0 4,3, 4,7 -
8 1,5 4.0 46 4,7 -
9 1,5 7,5 8,6 9,0 -
10 0,5 0,6 0,6 0,5 —_
11 10,0 55,0 92,5 120,0 3+
12 0,3 25 . 3,6 3,6 -
13 0,3 1,5 2,0 2,1 -
14 0,3 1,3 29 2,9 -
15 1,0 5,5 6,5 7.5 -
16 1,4 6,4 8,0 8,6 -
17 1,0 3,7 3,5 3,5 -
18 5,9 7.6 7.6 7,5 -
19 2,0 25,0 51,5 67,0 +
20 54 57,8 121,0 180,0 +
21 7,7 25,5 45.5 65,5 +
22 1,4 3,1 4,2 - -
23 0,5 2,5 3,8 . 40 -
24 0,7 1,6 - 1,9 - -
25 2,2 4,0 5,2 56 -
26 1,2 4,5 6,8 12,6 -
27 1,5 4,0 4,5 4,5 -
28 10,0 19,3 35,0 45,6 +
29 3,3 5,3 6,9 7,0 -
30 0,6 1,0 2,4 2,5 -
31 7,3 9,4 10,6 11,6 +
32 6,0 9,7 12,6 14,5 +
33 1,0 3,6 4,6 5,0 &+
34 0,8 1,0 1,4 2,0 -
35 0,3 1,0 1,5 1,5 -
36 2,6 2,7 2,8 2,8 -
37 15,6 26,1 39,5 45,3 +
38 0,4 " 08 1,0 1,0 —
39 2,8 35,6 61,6 83,0 -
40 7,0 10,1 © | 155 18,5 e
41 8,6 222 40,1 "50,5 +
42 8,2 17,3 - 32,1 41,2 +
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We zien dat de resultaten van deze proef, welke bij herhaling
steeds gelijk waren, goed overeenkomen met de resultaten van de
lebgistingsproef, IDe stammen, die bij deze proef een positief resul-
taat opleverden, produceerden veel gas uit wei. Voor de verklaring
van het gedrag van de colitypen bij deze gistingsproeven verwijzen
we naar hoofdstuk III.

Wanneer we de getallen van ‘tabel 12 nog even bekijken, vooral
die behoorende bij de stammen 5, 19, 20 en 39, dan zien we, dat de
gasproductie uit wei van de stammen met een positief resultaat bij
de lebgistingsproef, zich na 24 uur nog niet veel onderscheidt van
de gasproductie van de stammen die een negatief resultaat gaven.
Bij de gasvorming uit wei komen de verschillen meestal pas na meer
dan 24 uur te voorschijn, terwijl de resultaten van de lebgistings-
proef na 24 uur reeds definitief waren. :

Daar de omstandigheden waaronder de bacterién gas vormen bij
de lebgistingsproef toch nog verschillen van die in kaas, kunnen we
hier nog niet beweren, dat de resultaten van de gistingsproef ook
precies gelden voor de vroeg beginnende gasvorming in kaas. Bij
de hier beschreven proeven komen immers alleen maar coli-aéro-
genesbacterién voor in de cultuurvloeistof, die het tenslotte zich zelf
onmogelijk maken otn nog verder suiker te vergisten. In kaas daar-
‘entegen komen ook nog melkzuurbacterién voor, welke bacterién
ook de suiker vergisten en wel tot melkzuur. Door dit zuur worden
dan de werkzaamheden van de coli-aérogenesbacterién stopgezet.

Een ander verschil in omstandigheden is het veel grootere gehalte
van kaas aan eiwitachtige, zuur-bufferende stoffen. Im hoofdstuk IV
worden proeven met kaas beschreven, waarbij we de resultaten van
de lebgistingsproef hebben vergeleken met die van de gasvorming
in kaas. - s : :

§2. HET GEDRAG VAN COMBINATIES VAN VERSCHILLENDE TYPEN
BIJ DE GISTINGSPROEVEN ,

Nadat we bij de onderzoekingen, beschreven in de vorige para-
graaf, alleen reincultures gebruikten, zijn we later overgegaan tot
het uitvoeren van dezelfde proeven met combinaties van verschil-
lende typen. Bij deze proeven wilden we nagaan of de gasproductie,
door een stam met een positief resultaat bij de lebgistingsproef, kon
worden verhinderd door toevoeging van een bepaalde hoeveelheid
van een stam met een negatief resultaat. Van de los-positieve 1)

" 1) Stammen, die een positief resultaat gaven bij de lebgistingsproef, noemen we
'voortaan los-positiel en de andere stammen los-negatief. In hoofdstuk IV zal blijken
waarom we deze namen gegeven hebben. : '
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De werking van combinaties var verschillende typen bij de lebgistinsproef

Combinatie van

Resultaat van de

Los-positieve stam Los-negatieve stam Verhouding lebgistingspioef
1A 2(C1) 1:0 +
(A1) 2(C1) 1:10 +
11 (A 2 (C1) 1: 100 L
11 (A1) 2 (C1) 1 : 1000 -
11 (A1) 15 (I 1) 1:0 4
11 (A1) 15 (I 1) 1:10 -
11 (A1) 15 (I 1) I:100 +
11 (A1) 15 (I 1) I: 1000 +
11 (A1) 26 (G2) 1:0 +
11 (A1) 26 (CG2) 1:10 +
IHAD 26 (G2) 1:100 +
11 (A]) 26 (C2) 1: 1000 +
20 (11) 2 (G1) 1:0 +
20 (11) 2(G1 1:10 icts gas
20 (11) 2 (G1) 1:100 -
20 (11) .2(C1) 1: 1000 <
20 (11) 15 (1) 1:0 +
20 (L.1) 15 (11) 1:10 iets gas
20 (I1) 15 (11) 1:100 -
20 (I1) 15 (11) 1: 1000 -
20 (I11) 26 (C2) 1:0 +
20 (I1) 26 (C2) 1:10 -
20 (I1) 26 (02) 1: 100 -
20 (I1) 26 (C2) 1: 1000 -
7 (12) 2@y 1:0 +
37 (1% 2(C 1:10 +
37 (12) 2@ 1:.100 -
37 (12) 2(C1 1: 1000 -
37 (12) 15 (1 1) ‘1:0 4
37 (12) 15 (11) 1:10 +
37 (12) i5 (I1) 1:100 -
37 (12) 15 (11) 1: 1000 -
37 (12) 26 (G2) 1:0 +
37 (12) 26 (C2) 1:10 +

37 (12) 26 (C2) 1: 100 -
37 (12) 26 (C2) i:1000 -
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stammen gebruikten we de nos 11 (A 1), 20 (I 1) en 37 (I 2) ,van de
los-negatieve stammen de nos 2 (C 1), 15 (I 1) en 26 (C 2). Voor de
bestudeering van de invloed van elke combinatie namen we vier
cultuurbuizen. Bij het enten, waarbij we bouilloncultures gebruikten
die gedurende 16 uur bij 37 °C gestaan hadden, bedeelden we eerst
alle vier buizen met 0,001 ¢cm® van een los-positieve cultuur. Aan
* één buis voegden we dan niets meer toe, aan de tweede buis voegden
we 0,01 ¢m? toe van een los-negatieve cultuur, aan de derde buis
0,1 cm3 en aan de vierde I cm?® van dezelfde los-negatieve cultuur.
Zoo kregen we dan de verhoudingen Vg, 119, }100 €N Yyg00- L€ uit-
voering van de proef, waarvan tabel 13 (zie blz. 23) de resultaten
vermeldt, was gelijk aan die beschreven in de vorige paragraaf.

Deze proef, waarvan een gedeelte wordt weergegeven door fig. 3,
laat zien, dat een los-positieve cultuur geen gas meer kan produ-
ceeren als er een voldoende hoeveelheid van een los-negatieve cul-
tuur mede aanwezig is. De verschillende combinaties .vertoonen
onderling nog wel verschillen, zooals uit de gegevens van tabel 13
blijkt. Zoo zien we, dat de werking van stam 11 (A 1) door toe-
voeging van een los-negatieve cultuur bijna niet verminderd kan
worden, terwijl stam 20 (I 1) sterk beinvloed wordt. Om de invioced
van de los-negatieve stammen op de gasvorming van de los-positieve
te verklaren, zouden we twee oorzaken kunnen overwegen:

1. de meer zuur produceerende los-negatieve stammen belemme-
ren de los-positieve in hun‘activiteit door middel van dit zuur.

2. een of meer stofwisselingsproducten van de los-negatieve
stammen zijn in staat de suikervergisting van de los-positieve
stammen te veranderen, zoodat er minder gas ontstaat. Wij denken
hier aan azijnzuur, hetgeen nogal een belangrijke plaats inneemt
onder de stofwisselingsproducten van -de Jos-negatieve stammen,
zooals tabel 7 aangeeft. Nu vonden REvNoLDs, JacosssoN en
WERKMAN (1937) dat azijnzuur, toegevoegd aan een glucose ver-
gisting door Aerobacter indologenes, een aérogenestype, gereduceerd
werd, waardoor er door deze bacterie geen waterstof meer uit suiker
geproduceerd kon worden. Het gereduceerde acetaat werd kwanti-
tatief teruggevonden als 2-3-butyleenglycol. MickELSON en WERK-
MAN (1938) toonden verder aan, dat deze azijnzuurreductie alleen
gebeurt in een zuur milieu met een pH lager dan 6,3. Daar we ook

- bij de lebgistingsproef te maken hebben met een zuur milieu, is het
+ zeer waarschijnlijk dat ook hier deze acetaatreductie van belang is
bij de gevonden onderdrukking van de gasproductie.

- Ook hier moeten we de vraag, of de resultaten van deze f)rbef op
gelq.ke wijze gelden voor de gasvorming in kaas, nog onbeantwoord
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TABEL 14 Gasvorming uit wes door combinaties van verschillende typen
_ Inhoud gistingsfleschjes: 40 m®
Combinatie van : . : Cm?® gas na :

. . . Verhoudi '

_ Ioa-;i:ar;ueve LOE-;‘I';g:the criouding - 22 48 2 wur
I (Al) 2 (C1H - 1: 0 . 4,2 15,9 - .-25,0
I1 (A1)} 2(@a1 1:10° 20 13,7 48,4
11 (A1) 2(G1). | . 1:100 |- 2,3 5,57 11,4
11 (A1) 2(Q1) - 1: 1000 - 0,7 '_ 1,9 - 2,5
11-(A1) 15 (I1}) 1:0 4,2 15,9 25,0
11 ALD 15{I1) 1:10 1,5 4.5 5,2
11 (A1) 15 (11) 1:100 1,5 3,7 5,0
11 (A1} 15 (11) 1: 1000 2,3. 4,5 5,5
IMALD 26 (C2) 1:0 5,6 25,0 32,2
1 (A1} 26 (C2) 1:10 2,1 20,8 55,5
11 (A1) 26 (C2) 1': 100 7 3,8 9,0 11,2
11 {(Al) 26 (C2) 1:1000 | 0,8 2,2 2.8
20 (11) 2 (C1) 1:0 5,2 21,4 4.0
20 (I1) 2 (Cl) 1:10 1,2 _ 2,4 3,0
20 (I'y 2 (C1) 1:100 1,5 3,2 4,1
20 (L1} 2(C1) 1: 1000 1,5 26 - 3,0
20 (I1) 151 1:0 5,7 149 24,6
20 (1Y) © 15 (I't) 1:10 2,5 5,5 6,8
20311 15(1) 1: 100 1,1 2,5 3,1
20 (I1) | 15(I1) 1: 1000 3,1 6,2 6,8
20(L1) | 26 {(C2) 1:0 5,7 . 14.9 24,6
20 (11) 26 (C2) 1:10 . 2,9 6,0 7.9
20 (I'T). 26 (G2) 1: 100 1,6 4,0 1.6
37 {(I12) 21 i:0 6,9 15,2 21,2
37 {12) 2(CI 1:10 . 0,7 2,0 3,3
37 {12) 2 (GY1) 1: 100 0,5 1,7 2,5
37 (12) 2(C1) ©1:1000 1,2 2,2 3,0
37 (12) 15 (I 1) 1:0 6,9 ’ 15,2 21,2
37 (12) 15 (11 110 L0 - 4,5 5,9
37 (12) 15 {I1} 1:100 C2,7 6,2 7.5
37 (12) 26 (C2) 1:0 6,5 13,9 17,5
37 (12) 26 (C2) 1:10 0,8 2,5 3,6
37 (12) 1 26 (C2) 1:1000 1,2 .28 "33
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laten. In hoofdstuk 1V, waarin we onze proeven met kaas beschrij-
ven, kunnen we deze vraag wel beantwoorden.
 Dezelfde invloed van combinaties van typen hebben we ook ge-
vonden bij de gasvorming uit wei. De resultaten van deze proeven,
waarvan de uvitvoering gelijk was aan die welke we reeds eerder
beschreven, worden vermeld in tabel 14 (blz. 25).

Ock hier valt het weer op dat, terwijl bij de overeenkomst1ge
‘lebgistingsproef de resultaten na 24 uur reeds definitief waren, hier
de verschillen pas na meer dan 24 vur duidelijk worden.



HOOQOFDSTUK III

OVER DE OORZAAK VAN HET AFWIJKENDE GEDRAG
DER COLITYPEN BIJ DE LEBGISTINGSPROEF

§ 1. DE INVLOED VAN HET CITROENZUUR IN DE MELK

In het vorige hoofdstuk zagen we, dat de colitypen, alhoewel in
staat gas te vormen uit lactosebouillon, bijna geen gas konden
vormen uit wei. Daar dit feit niet kon worden verklaard door een
verschil in ontwikkeling van deze bacterién in de beide cultuur-
vloeistoffen, hebben we aangenomen dat er in melk stoffen voor-
komen, die de colitypen noodzaken hun suikervergisting zoodanig
te veranderen dat er weinig gas kan ontstaan. De samenstelling van
melk nagaande, kwamen we op de gedachte, dat het citroenzuur
hier wel eens een dergelijke invloed zou kunnen uitoefenen. Melk
bevat namelijk 0,15-0,20 % van dit zuur. Ten einde deze veronder-
stelling te toetsen aan een experiment, hebben we een vloeistof
gemaakt, die in samenstelling en eigenschappen de ondermelk zoo
goed mogelijk benadert. Citroenzuur werd dan bij een deel der
proeven wel, en bij een ander deel niet toegevoegd. Deze synthe-
tische ondermelk maakten we op de volgende, door PORCHER {1020)
aangegeven manier.

Onder omroeren losten we 30 g caseine, bereid volgens de me-
thode van HamMMARSTEN, met behulp van 1,100 gram CaO op in
1 liter water. De pH lag dan boven de 7, daar er ongeveer 600 mg
Ca0 noodig is om onder deze voorwaarden een neutrale caseine-
oplossing te krijgen. Vervolgens voegden we druppelsgewijs 0,2 N
H,PO, toe, tot de vloeistof een pH 7 had verkregen. Hiervoor waren
ongeveer 4o cm® noodig. Door het ontstaande caseine-calcium-
phosphorzuurcomplex werd de vloeistof wit en ondoorzichtig. Om
de gelijkenis met ondermelk verder te vervolmaken voegden we
nog toe: ' ' :

45 g lactose
5 g albumine
1,190 g CaCl,
z.300 g K,HPO,
1,030 g Mg(H,PO,),
0,500 g CaHPO,

Aan een gedeelte van de aldus verkregen synthetische ondermelk
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voegden we dan nog 0,16 9 citroenzuur toe in de vorm van natrium-
citraat. De pH was tenslotte 6,8.

Met deze ondermelk hebben we, op dezelfde manier als vroeger
beschreven, een lebgistingsproef nitgevoerd. De ondermelk kon niet
gesteriliseerd of gekookt worden, daar er dan coagulatie optrad. In
verband met de resultaten van de lebgistingsproef met combinaties
van typen, mochten we echter aannemen dat een lichte infectie hier
geen invloed zou uitoefenen. De resultaten van deze proef worden
weergegeven in tabel 15. -

TABEL 15 S . )
" - Lebgistingsproef met synthetische ondermelk met en zonder cilroenziur

- Twe‘, Resulta:.;:n ‘t’ha:t :ci :esgéset;rg:?kmef met du&gﬂt‘; ma; N
' s . koemelk
zonder citroenzuur Iil 0,16 % citroenzuur
m- + + +.
20 11 + + g
7. 12 o + +
2 a1 4 -
24 | Cal -+ - -
22 Cl1 + -~ -
6 c2 4 - -
7 | L€l + - -
% c2 = Z _

* Hen gedeelte van de proef wordt weergegeven door figuur 4. Bij
een proef met een negatief resultaat was de wrongelmassa door de
stremselwerking vaak wel gedeeltelijk samengetrokken (nos g en
10}, maar er waren dan geen of bijna geen gaten aanwezig, terwijl bij
een positief resultaat de sterk samengetrokken wrongel boven op
de uitgetreden wei dreef. Iiguur 5 laat eenige doorsneden van de
wrongel zien, waarbij het opvalt, dat in dit geval, door de andere
eigenschappen van het coagulum, de gaten veel kleiner maar veel
talrijker zijn dan bij de proeven met koemelk, -~ - :

Zoo wordt dus waarschijnlijk, dat het gedrag van de colitypen bij de

lebgistingsproeven, beschreven in het. worige hoofdstuk, veroorzaakt

_ wordt door het citroenzuurgehalte van de melk, alhoewel we niet de

mogelijkheid willen uvitsluiten, dat in melk niet nog meer stoffen
voorkomen met een dergelijke werking. - : -

“Verder hebben we nog.nagegaan, hoeveel gas onze stammen
konden vormen uit de van deze synthetische ondermelk gemaakte
wel, Ook uit de 'resqltaten van deze proef, vermeld in tabel 16,



- Figuur, 4, Lebgistingsprbef metsynthetische
ondermelk zonder en met 0,16 9 citroen-

zuur. )
) Na.- Geént met stam
len 6 11 (A
Zen 7 20 (I 1)
" 3en 8 37 (1 2)
4en 9 2(a1)
5en 10 24 (Cal)

. Zonder citroenzuur kunnen alle stammen

" gas vormen, met citroenzuur vallen de
[T . :
- colitypen uit.

Figuur 5. Doorsneden van de Wronéel bij de leh-
gistingsproef met synthetische ondermelk,

No. Gce¥nt met " Ondermelk"

1 stam 24 (Ca'l} | met citroenzuur

3 |. stam2% (Cal) zonder citroenzuur
2 stam 2 {C 1) met citroenzuur

4 zonder citroenzuur

stam 2 (C 1)



blijkt, dat het citroenzuur de gasvorming der colitypen belemmert.

TABEL 16 Gusvorming wit synthetische wei met en zonder citroenzunr
-Volums gistingsfleschies 120 cm®

cm? gas gevormd uit wei

Stam Type Met 0,16 ¢/, citroenzour Zonder citroenzuur
‘Na 24 uur l Na 48 nur Na 24 uur Na 48 uur

1 Al 18,6 645 528 | 1215

;) 2 - 49,8 - 70,8 46,5 - 56,4

4 11 33,6 67,2 58,8 91,2

2 c1 | 35 7,0 27,2 | 489

7 Cl1 53 - 74 25,7 40,9

i6 c2 91 . A 26,1 34,3

22 . Ccl1 3,9 6,0 18,6 29,2

24 Cal 5,3 10,0 - 224 34,1

§ 2. EENIGE ORIENTEERENDE WAARNEMINGEN OVER DEN INVLOED
VAN CITROENZUUR OP DE GASVORMING UIT LACTOSE

In verband met het voorgaande leek het van belang na te gaan,
hoeveel gas de verschillende typen kunnen vormen uit een lactose-
voedingsvloeistof, waaraan toenemende hoeveelheden citroenzuur
werden toegevoegd. We gebruikten gistingsfleschjes met een inhoud
van 40 cm®, welke we voorzagen van een $ cm® van een paar uur
oude bouilloncultuur van de.te onderzoeken stam en toenemende
hoeveelheden van een neutrale, stericle 10 % citroenzuuroplossing
en daarna vulden met lactosebouillon of lactosegistwater. Eenige
gegevens, verkregen met behulp van stam ¢ (C 1) en stam 1 (C1),
worden weergegeven door de tabellen 17 en 18.

TABEL 17 .
Gasoorming door siam 9 (G I) uit lactosegistwater waaraan citraal werd toegevoegd

cm® gas gevormd na

Toegevoegd : -
citroénzuur 16,5 uur| 21 unr | 27 wur | 40 wur | 48 wur | 64 uur | 72 uar | 96 wur
- | 471 63 7,8 [ 9,7 10,0 16,0 . | ‘10,0 10,0
0,025%, 3,0 4,5 5,5 6,4 7,0 7,0 7,0 7,0
0,0509, - L3 ¢t 2,8 4,2 5,3 5,5. 5,6 5,6 56
0,100 9, Lo ;- L0 L5 2,6 3,0 3,2 3,4 3,5
- 10,200%, 1,0 1,0 1,2 1,4 | 22 2,6 3,0 3,2
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TABEL 18
Gasvorming doer stam 1 (G 1) uit lactosegistwaler waaraan citroenzutr werd ioegevoegd

3 d
Toegevoegd com” gas gevormd na

citroenzuur

16 uur ' 21 uur | 28 uur | 40 uur | 48 uur | 64 var | 72 uur | 96 uur

- 25 | 35 | 45 | 57 | 63 | 70 | 74 | 76
0,025 %, 08 | 1,3 | 20 | 30 | 34 | 41 | 44 | 50

0,050 %, 0,8 1,0 | 1,5 | 20 2,3 3,2 3,7 4,4
0,100 9, 0,5 0,8 1,0 1,5 1,5 2,2 2,5 3,6
0,200 9, 0,5 0,6 0,6 1,5 1,5 2,0 2,5 2,6

Het blijkt dat toenemende hoeveelheden citroenzuur de gas-
productie steeds meer doen dalen. De gegevens van tabel 17 worden
ten deele nog weergegeven door figuur 6. De gegevens van tabel 19
laten zien, dat citroenzuur dezelfde invloed heeft op de gasvorming
der intermediaire, los-negatieve stammen.

.0
o 000% oltroenzdur
"
3ol 5
-
E
LT
2.0
oL
oy
ool & 100}
"‘E . D.00% citroenzritir
g0k g g . o .9.0 L Q10 % cltroenryur
801+ e
7o}l wh
60 o o aol
S0 50
40- 010% citroenzuun 40
]
30k 30 0.20 % clirosnzuur
020 Zcitroenzuur )
20 - 20
10 -7 1.0
. wren
ag L L t 1 1 ] 1 1 1 k] g
o 0 20 30 4 su 6¢ 70 80 oo ’ ” I

100 ¢ ®w W 30 4 36 6 uren
Figuur 6. Invloed van citroenzuur op de gasvorming door

Figuur 7. Invloed it d
stam 9 (C 1) it Inctosegistwater ed van citroenzuur op de

gasvorming door stam 15 (I 1) uit lactose-
bouillon
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TABEL 19 -
Gasvorming door stam 15 (I I} uit lactosebouillon waaraan citrsenzuur werd toegevoegd

Toegevoegd cm? gas gevormd na:
citroenzuur 18 uur 24 wur 42 uur 48 uur
- 10,0 12,0 13,5 13,5
- 0,059, 7,9 9,7 11,3 . ilL4
0,109, 4,0 6,1 ’ 8,6 8,9
0,209 0,5 1,2 2,5 2,7

Henige gegevens van tabel 19 worden tevens weergegeven door
figuur 7. De gasproductie van stam 31 (C 1), een stam die bij de
lebgistingsproef een zwak positief resultaat gaf, werd op dezelfde
manier beinvloed door citroenzuurtoevoegingen. De gegevens, ver-
kregen met deze stam, worden weergegeven in tabel 20.

TABEL 20 )
Gasvorming door stam 31 (C’ 1) it lactosegisiwater waaraan citroenzuur werd tosgevoegd

cm? gas gevormd nai

‘Toegevoegd

citroenzuur 16 uur 24 uur 40 vur 48 uur 64 vur 72 uur | 96 uur
- 32 | 74 9,5 98 | 102 | 104 | 107

0,0259, 0,5 1,4 3,6 43 5,3 5.6 6,3

0,050 %, 05 | o8 1,0 1,0 1,3 1,5 18

0,100 % 0,5 0,5 1,0 1,0 1,5 1,5 2,0

0,200 2 0.5 0,5 1,3 1,5.1] 1,7 1,7 2,0

Het blijkt dat in dit geval de totale gasproductie bij een citroen-
zuurtoevoeging van 0,70 en 0,20 %, iets grooter is dan die bij een
toevoeging van 0,05 %. Bij deze onderzockingen hebben we dit
verschijnsel vaker waargenomen, waarbij we tevens konden op-
merken dat het niet aan bepaalde stammen gebonden is. Het trad
nu en dan bij een bepaalde proef op, maar het was niet reproduceer-
baar. De tabellen 21 en 22 geven een paar voorbeelden weer, die
duidelijker spreken dan tabel 20. ‘
TABEL 21 '

Gasvorming door stam 13 (C 1) uit lactosegistwaler waaraan ciiroenzuur werd toegevosgd

. 'I:uegevocg d cm® gas gevormd na:
citroenzaur 16} uur ' 21yur | 27 wur | 40uur | 4Buur | B4 uur | 72 uur l 96 uur
. - 3,0 4,5 54 6,3 6,5 6,6 6,7 6,9
0,025 9, 1,0 1,2 1,6 2,5 3,0 3,2 3,5 4,0
0,050 9, 0,5 0,8 i,2 1,7 2,0 2,2 2,5 3,0
0,100 %, 03 (03 |03 | 1,0 [ 1,0 {10 | 11 1,3
0,200 9 05 | 06 {08 | 1,3 | 1,7 {22 | 24 | 29
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22
Gasvorming door stam 26 (C 2) uit lactossgistwater wasraan sitroenzuur werd toegevoegd
Toegevoegd cm® gas gevormd nat
citroenzuar 16 uar 24 uur | 40 uvur | 48 uur 64 wur I 72 uur | 96 uur
- 3,0 6,1 8,2 8,6 8,7 9,0 9,0
0,025 9, Lo 2,5 4,5 4,6 5,2 5,6 58
0,050 9, 0,6 Lo 1,0 1,3 1,6 1,8 2,0
0,100 9, 0,4 0,5 1,0 1,2 1,2 1,5 1,8
0,200 %, 0,4 1,2 1,6 2,5 35 | 41 5,3
“I'en deele wor-
g den deze. voor-
ao} § beeldennogweer-
o gegeven door de
20f 000 %oitroenzuur figuren 8 en 9.
“sol
sol Figuur 8.
Invloed van citroen~
sof zuur op de.  gasvor-

/4o

2.0

10

0.20% citroenzuur

Q10% citroeazuur

; oo uren
a0 1 L1 1 1 L 1 f
aQ 19 ‘20 3a %40 50 &0 . 70 -80 g0 w00
. }
5 - Q00% citroenzuun .
a0k~
- 13
Q
B.0F
0l ’
Y.
. 020%citreenzuur
501 -
4.0
3.0
20 .-." 0/0% citroenzuuy
1.0~
nna 1'0 1 1 1 1 , \ , \ uner:'
20 30 40 50 .60 70 20 50 100

ming door stam 13
(G 1) uit lactosegist-
water,

Bij ecen toevoeging
van 0,20 9, ontstond
er meer gas dan bij
een van 0,10 9

Figuur 9.

Gasvorming doorstam
26 (C 2} uit lactoses
gistwater waaraan ci-
troenzuur werd toe-
gevoegd.

Bij een toevoeging van
0,20 9 ontstond er
meer gas dan bij een
van 0,109
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Bij alle tot nu toe beschreven proeven hebben we alleen gebruik

gemaakt van stammen, die bij de lebgistingsproef een negatief
‘resultaat gaven. Analoge proeven volgen met stammen, die bij deze
proef wel tot gasvorming in staat waren, van welke proeven de
resultaten worden weergegeven in de Itabellen 23, 24 en 25.

TABEL 23

Gasvorming door stam 11 (A 1) uit luctosebovillon waaraan citroenzuur werd tocgevosgd '

To:ge’voégd em!' gas gevormd na: )

. citroenzuur 18 vur ) | 24 uur | 32 uur 42 uur | 48 uur
- 8,6 11,4 14,0 16,4 17,6
0,05 %, 11,4 16,7 24,1 33,0 38,1
0,109, 7,6 12,4 19,8 27,9 324
0,209, 9,1 17,0 . 28,3 40,6 . 48,2
0,50 9, 4.8 14,4 28,3 42,7 50,9

TABEL 24

Gasuvorming door stam £ (I 1) uit Lactosebouillon waaraan citroenzuur werd tosgevoegd

_ c¢m?® gas gevormd na:

T_oegevoegd
| citroenzuur 16 v 1 24 uur ‘ 42 uur 48 uur

- 7,2 92 12,8 14,0
0,05 9, 10,5 13,4 18,4 - 19,7
0,109, 10,6 14, 20,1 22,1
0,209, . 9,7 13,7 22,6- 26,1
0,509, 8,1 13,3 28,3 35,5

‘TABEL 25

Gasoorming door stam 37 (I 2)uit lactosebouilion wanragn citroenzunr werd toegevocgd

cm?® gas gevormd nas

Tpgg:vneéd
citroenzmr 18 uur 24 unr i 42 uur 48 uur
- 71 89 11,5 12,2
0,059, 9,0 1,2 - 14,4 15,0
0,109, - 8,9 1,8 15,6 16,6
0,209, 10,0 13,4 16,4 17,3
0,509 55 9,2 17,4 20,0

Flguur 10 geeft eenige gegevens van tabel 23 Wweer, B1] deze
stammen heeft een c1troenzuurtoevoegmg dus .een geheel andere
invloed op de gasvorming. :
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: Bij de los-negatieve stammen
020% wordt door citroenzuurtoevoeging
_ Cliraendune het beginvande gasvorming eenige
ssl tijd uitgesteld. Na deze periode
begint de gasproductie, waarbij
deze soms bij een grootere citroen-
oro% zuurtoevoeging grooter wordt dan
citroen- bij een kleinere. Bij de los-posi-
sof, = e tieve stammen daarentegen, heeft
het citroenzuur de eerste tijd
geen invloed op de gasvorming. Er
2ot ' zijn wel verschillen zichtbaar in
A = ho0% -de grootte, na b.v. 18 uur (vgl. de
e fawn tabellen 23, 24 en 25), maar deze
m}_‘ zijn toevallig. Zulke verschillen
traden ook op als er geen citroen-
s zuur werd toegevoegd. Het belang-
N A rijkste is echter, dat het begin
o % 2 30 46 50 uren van de gasvorming niet door een
Figuur 10. Inviced van citraenzuur op  citroenzumurtoevoeging werd uit-
de gasvorming van stam 11 (A ) uit gesteld. Later neemt echter bij
Iactoscbouillon deze stammen de hoeveelheid gas
‘De invloed van het zuur doet zich pas  {ge met toenemende hoeveelheden
na 18 uur gelden toegevoegd citroenzuur en daar-
door is de gasproductie van los-
positieve stammen uit een citroenzuur bevattende lactosecultuur-
vloeistof veel grooter dan die van de andere stammen.

sa-

emigas

.l

L a5k
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§ 3. OVER DE BEPALING VAN CITROENZUUR
IN VOEDINGSVLOEISTOFTFEN

Alvorens de invloed van het citroenzuur verder te kunnen be-
studeeren, moesten we eerst nagaan op welke wijze we in de cultures
citroenzuur konden bepalen. We hebben gebruik gemaakt van een
methode waarbij citroenzuur door oxydatie en bromeering over-
gevoerd wordt in pentabroomaceton. Daar het vele voordeelen bood
om de hoeveelheid citroenzuur in kleine hoeveelheden cultuurvioei-
stoffen te kunnen bepalen, maakten we bij de bepaling van de hoe-
veelheid gevormd pentabroomaceton gebruik van een colorime-
trische' methode, daar de gewichtsanalytische methode hier dan niet
gevoelig genoeg is. De methode van PUCHER, SHERMAN en VICKERY
(1936) leek ons wel bruikbaar -voor onze omstandigheden. Hierbij
wordt het citroenzuur door KMnO, in tegenwoordigheid van broom
overgevoerd in pentabroomaceton. Uit deze waterige oplossing



35

wordt het pentabroomaceton nitgeschud met behulp van petrolenm-
aether. De verkregen oplossing wordt dan geschud met een waterige
~ oplossing van Na,S, waardoor de waterige phase een geelachtige
kleur krijgt. Door toevoeging van pyridine wordt deze kleur gestabi-
liseerd. De extinctie van de gekleurde oplossing blijkt recht even-
redig te zijn met de hoeveelheid citroenzuur. Wij hebben de methode
 in iets gewijzigde vorm gebruikt, omdat bij de pyridinetoevoeging
de gele, waterige oplossing troebel werd. Bovendien hebben we
eenige veranderingen aangebracht in de hoeveelheden Na,S-oplossing
die moeten worden gebruikt.De bepalingen werden tenslotte als
volgt uitgevoerd.

We namen van de citroenzuur bevattende vloeistof een zoodanige
hoeveelheid, dat de hoeveelheid citroenzuur zich bevond binnen de
grenzen o,I en I,0 mg. In een bekerglas van 150 cm® werd deze
aangevuld met water tot ongeveer 75 cm® en dan voegden we 3 cm?
50 % H,S0, en eenige stukjes puimsteen toe. Ter verwijdering van
nog onbekende, storende organische stoffen, kookten we dan de
oplossing gedurende 10 minuten, waarbij we er voor moesten zorgen
dat het volume na dit koken ongeveer 40 cm?® was. Na het koken
koelden we de oplossing snel af tot kamertemperatuur en lieten we
de oplossing, na toevoeging van overmaat broomwater, meestal
3 cm®, gedurende 10 minuten staan, Na deze 1o minuten brachten
we de oplossing over in een peervormige scheitrechter en veoegden
dan .z cm? KBr-oplossing (11,9 g KBr verdund tot 1oocm® en
10 cm® KMnO,-oplossing (47,4 g KMnO, verdund tot rooo cm?) toe.
Na weer 10 minuten ontkleurden we de oplossing met behulp van
de juist benoodigde hoeveelheid 3 % H,O,. PUCHER, SHERMAN en
VICKERY geven wel de voorkeur aan een ontkleuring met 20 %
ferrosulfaatoplossing, maar hierdoor krijgt de Na,S-oplossing ook
reeds een kleur zonder de aanwezigheid van citroenzuur.

Vervolgens schudden we de ontkleurde oplossing met 25cm?®
petroleumaether (kooktraject 35-50 °C), waarna we de waterige laag
uit de trechter lieten vloeien. De petroleumaether werd dan ge-
wasschen met 10 cm?® water. De petroleumaether brachten we dan
over in een tweede scheitrechter en de waterige oplossing en het
waschwater goten we dan weer in de eerste. Aan de eerste schei-
trechter voegden we dan nogmaals 25 cm? petroleumaether toe. Na,
het schudden verwijderden we weer de waterige laag en waschten
we de petroleumaether weer met 1o cm3 water. Daarna voegden we
deze hoeveelheid petroleumaether bij de eerste hoeveelheid in de
tweede scheitrechter. De 50 cm® petroleumaether waschten we dan
vier maal met 10 cm® water. Vervolgens schudden we de petroleum-
acther met 6 cm® Na,S-oplossing (4 g gekristalliseerd Na,S ver-
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dunnen tot roo'cm?. De meer of minder geel gekleurde, waterige
phase brachten we dan over in een reageerbuis. Dan werd de petro-
leumaether nogmaals geschud met 6 cm® Na,S-oplossing, waarna de
waterige phase bij de vorige in de reageerbuis werd gebracht. Van
de geel gekleurde oplossing in de reageerbuis bepaalden we dan
direct de extinctiecoéfficiént met de photometer van PULFRICH,
voorzien van het filter S 47. We willen er nog even aan toevoegen,
dat we altijd een versch bereide Na,S-oplossing gebruikten. Uit de
bepaalde extinctiecoéfficiént konden we dan met behulp van de
ijklijn, samengesteld met behulp van waterige citroenzuuroplossin-
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gen, de hoeveelheid citroenzuur berekenen. We konden namelijk
uit de gevonden ijklijn, weergegeven door figuur 11, bepalen dat de
hoeveelheid ‘citroenzuur in mg gevonden wordt door de extinctie-
coé&fficiént te deelen door 1,170, . - : R
Nadat uit deze ijklijn was gebleken, dat de bepaling bruikbaar
was voor waterige citroenzuuroplossingen_, moesten we echter eerst
nog nagaan of deze methode ook betrouwbare nitkomsten gaf als
zij werd gebruikt voor de bepaling van citroenzuur in cultuurvloei- -
stoffen, waarin coli-aérogenesbacterién geleefd hadden. '
+~Allereerst werd gecontroleerd of de resultaten van bepalingen in
cultures van los-negatieve stammen in lactosegistwater betrouw-
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baar waren. We gebruikten een cultuur, die tegelijk geént was met
de stammen 2 {C1) en 14 (C 2) en die gedurende 48 uur bij 37 °C
bebroed was. Tweemaal hebben we een bepaling vitgevoerd in 3 cm?®
van deze vloeistof en in beide gevallen vonden we een extinctie-
coéfficient van 0,00, waaruit blijkt dat de los-negatieve bacterién
geen storende stofwisselingsproducten maken. Voegden we aan deze
3 cm® - cultuurviceistof 0,40 mg citroenzuur toe, dan werd een
extinctiecoéfficiént van 0,46 gevonden, waarmee cen hoeveelheid
citroenzuur van 0,42 mg correspendeert. Hieruit mocht dus de con-
clusie getrokken worden, dat de methode geschikt was voor de hier-
boven genoemde bepalingen. Gebruikten we in plaats van de los-
negatieve stammen de los-positieve stammen 20 (I 1) en 37 (I 2),
dan gaf de proef een extinctiecoéfficiént van 0,76 bij een blanco-
bepaling van 0,33. Het verschil 0,43, correspondeert met 0,39 mg
* citroenzuur, dus ook hier kan de hoeveelheid toegevoegd citroenzuur
{0,40 mg) kwantitatief teruggevonden worden. Gezien de blanco-
waarde van 0,33, komen we tot de conclusie, dat een of ander stof-
wisselingsproduct van de los-positieve stammen meedeed bij de door
ons gebruikte bepaling. Bij cultures van deze stammen in lactose-
gistwater konden we dus de methode alleen toepassen als we ook in
staat waren een dergelijke blancobepaling te doen. Inderdaad hebben
we onder deze voorwaarden de methode toch nog kunnen gebruiken.
- Bij gebruik van stam 11 (A 1) vonden we hetzelide verschijnsel.
Deze foutieve, te hooge uitkomsten zouden op twee manieren
kunnen worden veroorzaakt. De eene mogelijkheid is, dat er in deze
“cultures stofwisselingsproducten voorkomen, welke onder de in-
vloed van KMnO, en broom ook in pentabroomaceton overgaan.
De mogelijke andere corzaak is gelegen in de colorimetrische be-
paling van de hoeveelheid pentabroomaceton. Misschien komen
naast het pentabroomaceton in de petroleumaether nog andere
-gtoffen voor, die meedoen bij de reactie met het Na,5. We hebben
geprobeerd dit na te gaan, door met behulp van een gravimetrische
pentabroomaceton-methode citroenzuur te bepalen in cultures van
los-positieve en los-negatieve stammen., We gebruikten de volgende,
door van BEYNUM (1934) beschreven, methode.
We brachten 50 cm?® cultuurvloeistof in een maatkolf van 200 cm8.
Dan voegden we achtereenvolgens toe: :
10 cm?® 50 % H,S0,.
5 cm?® K,Fe(CN)g-oplossing (106 g K Fe(CN),q aangevuld met water
tot 1000 cm¥).
5 cm? Zn-acetaatoplossing (238 g Zn-acetaat en 30 g ijsazijn met
water aanvullen tot 1000 cm3). :
150 of 50 mg citroenzuur. :

3
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We vulden de maatkolf verder met water, waarna we de vloeistof,
na goed omschudden, filtreerden met behulp van vouwfilters van
Schieicher en Schiill no. 572%. Van het heldere filtraat brachten we
150 cm® over in een Erlenmeyer van 300 cm?, die gesloten kon
worden met een ingeslepen glazen stop, waarna we hieraan tfoe-
voegden: - :

2 cm® 40 % KBr-oplossing.
50 cm?® 50 % H,S0,.
25 cm® broomwater.

Dan licten we onder flink schudden uit een buret 10 cm® 5 %
KMnO, toevloeien. Na 5 minuten ontkleurden we de vloeistof met
behulp van 20 9, ferrosulfaatoplossing. De vloeistof lieten we een
nacht overstaan, waarna we het neerslag affiltreerden met de door
FarTon (1939) voor dit doel aanbevolen glazen filterkroes (Jena
I G 4). Na het ncerslag uitgewasschen te hebben met H,SO,-
houdend water en met gedestilleerd water, droogden we de kroesjes
door ze gedurende 24 uur te plaatsen in een exsiccator gevuld met
phosphorpentoxyde. Voor het berekenen van de hoeveelheid citroen-
zuur maakten we gebruik van de formule: mg citroenzuur = 0,5629
(p -+ 10), waarin p is het aantal mg gevonden pentabroomaceton.
Hierbij hebben we dan rekening gehouden met een volumecorrectie
van I ¢m?® voor het neerslag en met het feit, dat onder deze om-
standigheden ongeveer 10 mg pentabroomaceton in oplossing blijit.
Tabel 26 laat de resultaten van eenige bepalingen zien,

TABEL 26 : - De bepaling var ciiroenzuur
met behulp van een gewichisanalytische pentabroomacelonmethode in coli-aérogenescultures
Citroenzuur
Chutuarvloeistof : Geént met

; Toegevoegd Gevopden
Lactoscgistwatcf e stam 2 (1) 50 mg ‘ ' 50,6 mg
o, e e stam 14 (C2) | 150 mg - 147,7 mg
e e e . stam 20 (1 1) 50 mg 54,7 mg.
» e e e e e stam 11 (A 1) 150 mg 161,7 mg

- Ook hier zien we, dat de citroenzuurbepaling, toegepast op cul-
tures van los-positieve stammen, te hooge nitkomsten geeft. Het is
dus zeer waarschijnlijk, dat die bacterién in een dergelijke cultuur-
vloeistof stoffen produceeren, die door de behandeling met KMnO, -
en broom ook pentabroomaceton vormen. Aangezien de gewichts- .
analytische methode dezelfde resultaten gaf als de colorimetrische,
hebben we de eerste verder niet meer gebruikt, daar er voor deze
bepaling veel te groote hoeveelheden cultuurvloeistof noodig zijn.
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§4. OVER DE OORZAAK VAN HET VERSCHIL IN INVLOED,
DAT CITROENZUURTOEVOEGING UITOEFENT OP DE GASVORMING
UIT LACTOSE DOOR COLI- EN DOOR AEROGENESBACTERIEN

Het leek van belang na te gaan, waarom citroenzuurtoevoeging
aan een lactosegistwatercultuur bij los-negatieve stammen zoo een
geheel andere invloed had dan bij los-positieve. We hebben daartoe
bij een aantal gistingsproeven, naast de bepalingen van de gaspro-
ductie, ook citroenzuurbepalingen verricht. Hier volgen dan de
resultaten van eenige proeven met los-negatieve stammen.

We gebruikten twee gistingsflesschen met een inhoud van 550 cm?
(genummerd I en II), welke beide werden gevuld met lactosegist-
‘water. Aan no II voegden weé bovendien nog 0,05 % citroenzuur toe

- in de vorm van natriumcitraat. Aan elke flesch werd 4 cm?® van een
paar uur oude bouilloncultuur van de los-negatieve stam 22 (C 1)
toegevoegd, waarna zij tenslotte bij 30 °C werden weggezet. T'abel 27
en figuur 12 geven de resultaten van deze proef weer.

TABEL 27 .
Invloed van citroenzuur op de gasvorming door de los-negatieve stam 22 {C 1) uit lactosegistwater
N cm? gas na: Flesch 11 mg citroen-
G;.ftmf‘" Cultuurvloeistof - zuur in J cm* ’
3¢ 16 uur ‘ 18 uur | 24 wur | 48 uur | 64 uur cultuurvloeistof.

I lactosegistwater | 23,53 | 31,2 | 39,9 [ 63,0 | 65,0 | begin 1,5 mg
1I idem + 0,059, | : o
citroenzuur 25 | 6,0 | 10,5 | 19,5 225 | nal6uur 0,0mg

80
) emigos
r—-—(
—150
B cttroenzuur tos-negatlave Figuur 12.

i stam 22 {C;) . . .
Verband tusschen de citroenzuurver-

ars - ‘ C : 1% dwijning en de gasvorming uit lactose-

‘ . gistwater daar een los-negatieve stam
oot 2@

n I = gas gevormd uit lactosegistwater
o058 Je 11 = gegevens betrekking hebbende ap
4 - . lactosegistwater -+ 0,05 9 cis

aaa L.

. s L s °
'] 0 20 30 4O SO 60 uuw troenzuur

. Het blijkt, dat de bacterién van deze los-negatieve stam het
citroenzuur snel verwerken bij hun suikervergisting, en dat, zoolang
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er citroenzuur aanwezig is, geen gas gevormd wordt uit lactose. De
conclusie, dat het citroenzuurverbruik samenhangt met de vergis-
ting van lactose, wordt getrokken uit het feit, dat die vergisting
blijkens de gasproductie anders verloopt. Ter aanvulling is er nog
een proef genomen met de eveneens los-negatieve stam 2 (C1). Nu
werden er drie flesschen gebruikt, no I kreeg geen citroenzuur, no II
0,05 % en no III 0,20 %. Voor de resultaten verquen we naar
tabel 28 en figuur 13 en 14.

TABEL 28
Invloed van citroenzuur of de gasvorming door de los-negatieve stam 2 (C It lactosegistwater

mg citroenzuur
Gisti cm® gas na; : in 3 cm? cultuur-
i Clultuurvlocistof _ vlcelstotof
16uur| 19 uur‘ 21 uurl 24 uurJ 4] uur van II | van II1
I Laccosegistwater 26.0 | 35,2 | 41,0 | 49,0 | 75,0 | begin 15| begin 6,0
II idem + 0.059/, citroenzaur | 4,0 | 11,2 | 13,2 18,5 | 38,5 [nalbuur®.0]| na l6uur@.0
ITI idem + 0.209, citroenzuur 3,0 5,0 5,7 11,5 23,0

Ook bij deze proef kunnen de los-negatieve bacterién eerst dan
gas vormen uit lactose als zij het citroenzuur verwerkt hebben.
Bovendien blijkt, dat onder deze omstandigheden een toevoeging
van 0,05 9%, citroenzuur niet veel minder invloed heeft dan een toe-
voeging van 0,20 %. Dit verschijnsel wordt verklaard in de volgende
paragraai, waar tevens nader wordt ingegaan op de vraag, hoe het
citroenzuur invloed kan uitcefenen op de gasproductie uit lactose.
Om nu de geheel andere invloed van citroenzuur op de gasproductie
van de los-positieve stammen te verklaren, maken we gebruik van
de gegevens van een onderzoek van BREWER en WERKMAN (1030).
Deze onderzoekers werkten met Aerobacter indologenes, een aéro-
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genes-, dus ook een los-positief, type. Zij gingen na, welke producten
deze bacterie maakt uit citroenznur, glucose en uit een combinatie
van beide. Tabel zg geeft hun resultaten weer over de vergisting
van beide stoffen afzonderlijk.

TABEL 29
De vergisting van glucose en cilreenzttur door Aerobacter indologenes {volgens Brewer en Werkman}

Per 100 m, molen vergist substraat ontataan,
{gveneens in m, molen)
?ubstraat g o ;&E g— . , g
.| ¢ | 8 !¢ 8|59 2E |g8s| 33 |8 &
e 3 E 0O |<E8| FE |A42R| 22 |00
Citroenzuur . . 3L9 [ 173,1| 4,3 {152,5 ] 35 -| 3,9 [ 13,1 6,2 -
Glucose, . . . 28 153 28 1 0,1 64 ] 3 67

De gasvorming per 100 m.mol vergist citroenzuur is dus ongeveer
dezelfde als die uit glucose. Wat echter de overige producten be-
treft treden er typische verschillen op. Voor ons onderzoek zijn
echter de gegevens van de vergisting van glucose tezamen met
citroenzuur van grooter belang. De vergisting werd uitgevoerd in
een vloeistof, welke per liter 100 m.mol glucose, 50 m.mol citroenzuur
en 5 g pepton bevatte. Tabel 30 geeft hiervan de resultaten (blz. 42).

Het citroenzuur blijkt dus slechts zeer langzaam vergist te worden
naast suiker. We mogen aannemen, dat het feit, dat BREWER en
WERKMAN met glucose werkten en wij met lactose, geen verschil
maakt. Dit niet gebruiken van citroenzuur bij het begin van de suiker-
vergisting door los-positieve stammen is dus wel een groot verschil
met de snelle citroenzuurverdwijning bij de los-negatieve stammen
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TABEL 30 De gezamenlijke vergisting van glucose en citroenzuur
doar Aerobacter indologenes (volgens Brewer en Werkman)
Yn‘;fdn‘::l’;‘; Gevormd: (m. molen)
Tijd s v .
. o . =
. g | & el i BB E_ |, . B
pa: 2 g . " o] . O/ F%A| =5 |lagy = a e
|88 = | 8| § B_8|i85| 35 282|237 |55
17uur | 41,8083 45582162200 021|262 ¢ |1,73|21,4
93 ,, |556|1,5¢| 7,5|78,1 | 2221289 |006|354] 0 |4,58]288
36 , | 7832731861200 19,1 2210 {322} 0 |522]413
50 ,, (00,0 | 346 | 36,5 |166,1 563108 |0 |643( 0 |[6,18 (539
161 ,, [100,0 | 49,4 | 63,3 [252,2 | 3,75[75,4 | 5,18 | 60,1 | 16,3 | 6,64 | 51,0
306 ,, (100,0 | 50,0 | 67,1 [266,2 | 1,36 81,3 | 1,67 | 67,4 | 16,4 | 4,85 | 43,9

(vergelijk de tabellen 27 en 28 en de figuren 12, 13 en 14). Hiermede
is het te verklaren, dat toevoeging van citroenzuur aan een lactose-
gistwatercultuur van een los-positieve stam gedurende de eerste tijd
geen invloed uitoefent op de gasproductie (vergeh]k de tabellen 23,
24 en 25 en figuur 10).

Later begint echter ook het citroenzuur te verdwunen en als we
de gegevens van tabel 29 en 30 met elkaar vergelijken, dan blijkt
de citroenzuurvergisting de totale gasproductie te verhoogen. De
gistingen verloopen echter toch niet geheel onafhankelijk van elkaar,
hetgeen ook weer blijkt bij een vergeh3k1ng van tabel 29 met 30.
Uit citroenzuur wordt nl. minder mierenzuur, minder butyleen-
glycol en minder alcohol gevormd dan uit glucose, maar daarentegen
meer azijnzuur. Zoodra de vergisting van citroenzuur in de gegevens

-van tabel 30 van beteekenis begint te worden, zien we, in overeen-
komst met de door tabel 29 aangegeven verschillen, dat dan de
productie van mierenzuur en van de alcohol daalt. De invioed van
-de citroenzuurtoevoeging bij de door ons genomen proeven met
los-positieve stammen kan nu geheel verklaard worden met dit
onderzoek van BREWER en WERKMAN, Gedurende de eerste tijd
wordt er practisch geen citroenzuur vergist, zoodat er dan ook geen
verschil is tusschen de gasproductie uit het lactosegistwater zonder
of met citroenzuur {zie figuur 10). Later begint de citroenzuurver-
gisting, waardoor in de fleschjes met citroenzuur meer gas gevormd
wordt dan in die zonder dit zuur. Nu hebben we bij onze proeven
met een overmaat lactose te doen, nl, 2 %, terwijl er onder deze
omstandigheden ruim 0,5 % kan worden vergist, daar dan de dalende
PH het proces stopzet. Echter zal in de fleschjes met citroenzuur
door de vergisting hiervan de pH minder snel dalen, waardoor in
deze gevallen meer suiker kan worden omgezet. Zoodoende worden
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tenslotte de verschillen in de gasproductie uit lactosegistwater
zonder en met citroenzuur nog grooter.

Op dezelfde manier als bij de los-negatieve stammen zijn door
ons ook eenige proeven uitgevoerd met los-positieve. Bij elke proef
gebruikten we twee gistingsfleschjes (I en II), nu echter met een
inhoud van 12zo cm?® welke eerst werden voorzien van 1 cm? van
een eenige uren oude bouilloncultuur van een los-positieve stam.
Dan werden de fleschjes gevuld met lactosegistwater en kreeg no.II
bovendien nog 0,10 9% citroenzuur in de vorm van natriumcitraat.
We gingen de gasproductie na en namen uit de fleschjes met een
steriele pipet van tijd tot tijd een monster, waarin we het citroen-
zuurgehalte bepaalden, In verband met het feit, dat los-positieve
stammen in lactosegistwater stoffen maakten die ook meededen bij
de door ons gebruikte citroenzuurbepaling, verrichtten we ook tel-
kens in het fleschje no.I een bepaling. Uit het verschil van de
extinctiecoéfficiénten, gevonden bij de bepalingen in I en II, be-
rekenden we het citroenzuurgehalte van II, Later bleek ons echter,
dat de herhaalde monsterneming storend had gewerkt op het ver-
loop van de gisting en daar we door omstandigheden niet in staat
waren deze proeven te herhalen op een andere en betere manier,
konden we slechts het gedeelte tot en met de eerste monsterneming

TABEL 31
Quver den invloed sar citroenzunr op de gosvorming uit lactosegistwater van stam 37 (I .2)

. Gevonden extinctie-codéfficient
Tid em* gas gevormd uit bij "o bepaling in 0.6 cm?® vioeistof|
U Citroenzuur
aat 1 I 1 I in IT
lactosegistwater | lactosegistwater | lactosegistwater | lactosegistwater
met citroenzuur . met citeoenzuur
0 uur 0 0 0,00 0,66 0,100 %,
16} uur 25,5 24,3 - 0,14 0,83 0,1059, -
' cmd gas
Fectirosnzuur A—
. ' . 28
Figuur 15, y
. . o ]
Over de invloed van citroenzuur  agol 20

op de suikervergisting door los-

positieve stammen o r s

I = gegevens betrekkir.lg heb- 1 - T 1o
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als juist aanvaarden. Tabel 31 en figuur 15 geven de resultaten weer
van dit deel van de proef met de los-positieve stam 37 (I 2) (blz. 43).

Ook uit onze proef blijkt dus, dat gedurende de eerste tijd het
citroenzuur niet wordt vergist en dat het dan ook geen invloed uit-
oefent op de gasproductie uit lactose. Op dezelfde manier en met
hetzelfde resultaat konden we dit tevens aantoonen bij de los-
-positieve stammen 4 (I 1) en 11 (A 1).

Thans wordt het gedrag der verschillende typen van de coli-
aérogenesgroep bij de lebgistingsproeven ook duidelijk. Bij de proef
met reincultures belemmert het citroenzuur de gasvorming van de
los-negatieve stammen, terwijl het geen of een eenigszins bevorde-
rende invloed uitoefent op de gasproductie van de los-positieve.
Fveneens zijn nu de resultaten van de gistingsproeven met combi-
naties van typen te verklaren (zie tabel 13 en 14 en figuur 3). Ge-
durende de eerste tijd (minstens 4 16 uur, zie tabel 37) laten de
los-positieve stammen het citroenzuur onaangetast, zoodat de los-
negatieve stammmen over dit zuur kunnen beschikken om daarmee
de lactose zonder een noemenswaardige gasproductie om te zetten.
De laatstgenoemde stammen maken het dan de andere ook nog
onmogelijk om gas te vormen, Over de wijze waarop dit zou kunnen
. gebeuren zijn op bladzijde 24 reeds eenige veronderstellingen geuit.

§ 5. VERDERE ONDERZOEKINGEN
OVER DE INVLOED VAN CITROENZUUR OP DE SUIKERVERGISTING
VAN DE LOS-NEGATIEVE STAMMEN '

Uit de reeds beschreven onderzoekingen is gebleken, dat de los-
negatieve stammen bijna geen gas kunnen vormen uit lactose als
er citroenzuur aanwezig is. Beziet men dit in het licht der tegen-
woordige opvattingen, waarbij de suikervergisting wordt beschouwd
als een aantal in elkaar grijpende oxydatie-reductiereacties, waarbij
de waterstof een zeer belangrijke rol speelt, dan kunnen we ons
denken dat citroenzuur hier als waterstofacceptor dienst doet. Hier
door krijgen de reacties gedeeltelijk een ander verloop en wordt de

sgiker zonder gasvorming verwerkt. Op de volgende manier zou
citroenzuur waterstof kunnen accepteeren: -

I (]:H2 —COOH *~ CH,COOH (azijnzuur) +
?OH —coox - Coom
) |
CH, —COOH - (EO - {oxaalazijnzuur)
(citroenzaur) ~~  CH, '

' .
COOH
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II COOH COCH
CIIO +2H — (l?,HOH
o, CH,
éOOH ' (|200H
(oxaalazijnzuur) (appelzuur)
111 COOH COO11
(IZ‘HOH — (IlH 4 HyO
(lin - gﬁH
(|300H (IDOOH
(appelzuur} (fumaarzuur}
IV COOH COOH
(IZH +2H —> (llH2
Cu CH,
(lZOOH (IlOOH
{fumaarzuur) (barnsteenzuur)

¥r zijn nu een aantal argumenten, welke pleiten voor deze ziens-
wijze. Reactie I is niet vreemd in het rijk der coli-aérogenesbacterién,
want BREWER en WEREMAN (1939) beschouwen dit als de eerste
reactie bij de citroenzuurdissimilatie van Aerobacter indologenes, een
aérogenestype. KREBs (1937) geeft aan, dat colibacterién oxaal-
azijnzuur kunnen reduceeren tot fumaarzuur, waarbij gebruik wordt
gemaakt van het enzym fumarase voor de omzetting van appelzuur
tot fumaarzuur. Dezelfde auteur deelt mede, dat colibacterién met
behulp van het enzym succinodehydrogenase het fumaarzuur verder
kunnen reduceeren tot barnsteenzuur. :

Als de boven aangegeven zienswijze juist is, dan moeten de inter-
mediair gevormde producten oxaalazijnzuur, appelzuur en fumaar-
zuur dezelfde invloed uitoefenen op de gasvorming uit lactose als
citroenzuur. Het moet dan mogelijk zijn, om met behulp van deze
stoffen het begin van de gasvorming uit lactose door de los-nega-
tieve colibacterién te verschuiven tot het moment waarop deze
stoffen verdwenen zijn. Dit verschuiven van het begin van de gas-
vorming hebben we dan ook kunnen aantoonen. Gebruikt werden
gistingsfleschjes met een inhoud van 120 cm?®, welke we alle voor-
- zagen van I-cm® van een eenige uren oude bouvilloncultuur van de
te onderzoeken stam. Aan een gedeelte van de fleschjes voegden we-
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dan 1} cm?® toe van een neitrale, steriele 1o %, oplossing van oxaal-
azijnzuur, appelzuur of fumaarzuur. De fleschjes werden dan verder
gevuld met lactosegistwater en weggezet bij 30 °C.
"I'abel 32 laat eenige resultaten zien van proeven, waarbij de in-
vloed van appelzuur werd nagegaan.
TABEL 32
" Invloed van appelzuur op de gasvorming uit laclosegistwalter door los-negalieve siammen

. cm?® gas gevormnd na:
Stam Toegevoegd .
F2duur | 144 uur | 17 unr | 21 uur | 374 uur J 61 uur
2@y - 7,2 10,0 13.8 18,1 26,5 29,2
2 0,12 %4 appelzuur 0,3 0,3 1,6 4,0 10,5 142
22 (C1) - 35 | 55 i 80 | 105 | 155 | 17,5
22 - | 0,129, appelzuur | 0,2 0,9 1,5 2,5 5.0 7,0
sok stam 2 [Colil)
3
2al & 1
E
26} ©
24 |-
22+
20
18
16
14 |- .
2l Figuur 16
Invloedvanappel-
10 [ zZuur op de gasvor-
ab ming uit lactose-
gistwater door los-
sk L ) negatieve  stam-
* . I=zonder appelzuur men. Toevoeging
ke Ji= 012% appelzuun vanappelzuurstelt
dus cvenals ci-
2 ‘ troenzuur de gas-
o 1 L IR \ g | vorming . - eenige

@ . § w 158 20 25 S50 3§ 40 &5 50 S5 60 uren tjd uit -
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De resultaten verkregen met stam 2 (C 1) worden door figuur 16
‘weergegeven. Tabel 33 laat eenige resultaten zien, verkregen door
toevoeging van oxaalazijnzuur en fumaarzuur.

TABEL 33 Tnvloed van oxealazijnzuur en fumaarzuur
op de gasporming uit lactosegistiwater door los-negatieve stammen
cm? gas gevormd nas
Stam Toegevoegd
12 uur| 14 uur; 17 uur| 19 uurt 25 uur 37uur| 49uur| 60 uur
22 (G 1) - 35| 56! 9,1 12,3 17,5 22,0 | 24,0 |24,5
22 0,129, oxaalazijnzuur; 0,5 | 0,5 1,5 | 2,8 | 5,7 (16,0 1 12,5 |15,5
22 0,129, fumaarzuur 06| 1,51 3,0 50| 82 |12,5 |155 |17,0
7@ - ._2,5 50| 8,5112,0 |17,5 1250 (27,5 |28,5
7 0,129, fumaarzuur 03i07| 15| 25| 48 82 (10,0 11,0

De resultaten verkregen met stam 22 (C 1) worden bovendien nog

weergegeven door figuur 17. In-
derdaad blijkt uit deze gegevens,
dat oxaalazijnzuur, appelzuur en
fumaarzuur dezelfde invloed op
de gasvorming hebben als citroen-
zuur.

Tenslotte kunnen we nog con-
tréleeren of er door de citroenzuur-
toevoeging een grootere barnsteen-

zuurproductie ontstaat. Elk mole- -

cuul citroenzuur zou een molecuul
barnsteenzuur moetenleveren. We
entten lactosegistwateren dezelfde
vloeistof, voorzien van 0,15 Y%, ci-
troenzuur, met de stammen 2, 22
en % en bepaalden direct na het
verdwijnen van het citroenzuur
het barnsteenzuurgehalte van deze

Figuur 17,

Invloed van oxaalazijnzuur en fumaarzuur

op de gasvorming uit lactosegistwater van

los-negatieve stammen. Toevoegingen van
oxaalazijnzuur en fumaarzuur stellen dus
evenals citroenzuur het begin van de gas-
vorming uit

20 jg stam22.C)
§
24
22
20
18
fumaartoun012%,
16
14
14 08R2%
oxaal=
0 azinzuur
8
&
¢
4
1 1 1 1 1
00 19 20 42 357

3o 60 uren
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cultuurvioeistoffen. 1) Per 100 cm® was er 150 mg citroenzuur
aanwezig, waardoor er in de tweede vloeistof een meerproductie van
92 mg barnsteenzuur zou moeten ontstaan. We hebben aange-
nomen, dat de ba,rnsteenzuurproduche uit de lactose en uit de be-
standdeelen van het gistwater in beide gevallen hetzelfde was.
Tabel 34 geeft de resultaten.

TABEL 34
Mecrproduciie van barmteen,zmtr tengevolge van een cliroenzuurlocooeging aan lactosegistwaler

mg barusteenzuue per 100 cm? | Meerproductie aan

Stam - Iactosegistwater barnsteenzuur door

lactosegistwater et 0,159 itroenzunr citroenzuurtoevoeging
2 (C1} 98,2 219,8 111,6 mg
22 (C1) 99.2 190,1 90,9 mg
7{(CDH 96,2 186,9 90,7 mg

. De goede overeenstemming pleit ook weer voor de hier beschreven
zienswijze. Toch blijven er nog een paar vragen over en wel:

1. hoe is het mogelijk, dat 0,20 %, citroenzuur maar weinig meer
invloed heeft dan c,05 % (zie tabel 28 en figuur 13 en 14)?

2. hoe te verklaren, dat er bij een toevoeging van 0,20 %, citroen-

:  zuur aan een lactosegistwatercultuur van sommige los-negatieve
stammen tenslotte meer gas ontstaat dan bij een van 0,10 %
(zie tabel 21 en 22 en figuur 8 en g)?

In verband met deze vragen 11]kt het redelijk te veronderstellen,
dat bij hooge citroenzuurgiften niet al het zuur gebruikt wordt op
deze manier, maar dat er dan na eenige tijd ook een deel van het
citroenzuur door de los-negatieve bacterién wordt vergist, zooals
ook de los-positieve stammen tenslotte met de suiker ook het
citroenzuur vergisten. Dit aannemende kan er gemakkelijk een ant-
woord worden gegeven op de bovenstaande vragen. Het is natuarlijk
heel goed mogelijk, dat deze vergisting van citroenzuur anders ver-
loopt dan die beschreven voor de los-positieve stammen (zie tabel 29
en 30). Nu bleek ons, dat de los-negatieve colibacterién, die, geént
van een gewone voedingsbodem, niet kunnen groeien in de citraat-
vloeistof volgens Koser, dit laatste wel kunnen als voor de enting
bacterién worden gebruikt, die gegroeid zijn in een vloeistof welke
naast lactose ook citroenzuur bevat (bijvoorbeeld wei). Dit is ook
weer een argument voor de veronderstelling, dat zij op den duur
ook een deel van het citroenzuur vergisten.

‘: Hoeveel citroenzuur gebrmkt wordt als waterstofacceptor hangt

') Aan het cinde van de paragraaf wordt de gebruikte methode beschreven.
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waarschijnlijk ook nauw samen met de hoeveelheid suiker, welke de
los-negatieve bacterién in de cultuurvloeistof kunnen omzetten, Kan
er meer suiker worden vergist dan zal er ook meer van dit zuur ge-
bruikt worden. In verband hiermee mogen we aannemen, dat bij de
lebgistingsproeven en in kaas, waar de bacterién meer suiker kunnen
vergisten door de bufferende werking van het milieu, van het be-
schikbare citroenzuur in het algemeen een grooter deel, zoo niet
alles, zal worden gebruikt om de gasvorming tegen te gaan.

De colistam 31 {C 1) gaf een zwak positief resultaat bij de leb-
gistingsproel (zie tabel 11), maar volgens tabel 20 was het gedrag
ten opzichte van citroenzuur in lactosegistwater hetzelfde als van
de andere colistammen. Deze colistam zou dus juist in melk eerder
het citroenzuur gaan vergisten dan in lactosegistwater. Blijkbaar
zijn hier ook nog andere, onbekende factoren van invloed. Geént
uit wei groeiden de bacterién van deze stam veel beter in de citraat-
vloeistof dan de andere, los-negatieve colistammen. Dit wijst ook
wel op een grootere geschiktheid om citroenzuur te vergisten. ‘

Bij de barnsteenzuurbepaling namen we o0 cm® cultuurvloeistof,
waarvan na aanzuren door middel van een stoomstraaldestillatie de
vluchtige vetzuren verwijderd werden. Na instelling van een alka-
lische reactie met behulp van soda, werd de vloeistof tot een volume
van eenige cm?® ingedampt. Dan voegden we zooveel 50 9% Hy80,
toe tot de vloeistof zuur reageerde met congorood. Door toevoeging
van watervrij Na,80, werd de vloeistof omgezet tot een vaste stof.
In een Soxhletapparaat werd dan de massa met aether uitgetrokken.
Nadat de aether verwijderd was namen we het residu op in 100 cm?
96 9% alcohol. Hierin bepaalden we dan het barnsteenzuur volgens
de methode aangegeven door SMIT (1913). Na toevoeging van een
_ paar druppels phenclphtaleine werd de oplossing aan de kook ge-
bracht, waarna we druppelsgewijs helder koud verzadigd barytwater
toevoegden tot rose kleuring. We moesten hierbij zorgen dat de
alcoholconcentratie boven de 70 %, bleef, daar anders ook barium-
lactaat zou neerslaan. Daarna lieten we de vloeistof even doorkoken,
waarbij het bariumsuccinaat zich op de bodem verzamelde. Na af-
koeling, waarbij ervoor moest worden gezorgd dat de vloeistof niet
in aanraking kwam met het koolzuur uit de lucht, brachten we het
neerslag over in een gewogen glazen filterkroes (Jena 1 G 4). Het
werd uitgewasschen met alcohol en aether en tenslotte, na bij 100 °C
gedroogd te zijn, gewogen. Hen mg barnsteenzuur komt overeen
met 2,74 mg barinmsuccinaat.

Om deze methode te controleeren voerden we twee maal een be-
paling uit met 250 mg barnsteenzuur, waarbij we 253,1 en 251,7 mg
terugvonden, .



HOOFDSTUK IV

PROEVEN MET KAAS,
WELKE AANSLUITEN BIJ DE ONDERZOEKINGEN
IN DE VORIGE HOOFDSTUKKEN BESCHREVEN

§ 1. EEN OVERZICHT VAN DE METHODES,
DIE WE Bl] DEZE PROEVEN GEBRUIKT HEBBEN

In het tweede hoofdstuk hebben we eenige oriénteerende proeven
beschreven aan de hand waarvan we de bacterién van de coli~
aérogenesgroep hebben ingedeeld in los-positieve en los-negatieve
typen. In dit hoofdstuk worden nu proeven beschreven, waarbij we
hebben nagegaan in hoeverre de resultaten van deze oriénteerende
proeven ook gelden voor het vroeg-los in kaas. Verder hebben we
nagegaan of citroenzuur op de suikervergisting in kaas door coli-
aérogenesbacterién dezelfde invloed heeft als in de proeven die we
reeds beschreven hebben. :

We maakten kaasjes van ongeveer 250 gram uit 2,5 liter melk.
‘Als kaastobbe gebruikten we een pan met een inhoud van 5 liter.
Voor het kaasmaken werd het kaasgerel gesteriliscerd door het ge-
durende 1o minuten bij 110 °C te verhitten. De te verkazen melk
werd eerst verhit tot 85 °C, om de wisselende invloed van de bacte-
rién, waarmee de melk reeds besmet was, te vermijden. Dat deze
invloed groot kan zijn bewijzen de proeven van HuTTIG (1934),
waarbi] bleek, dat sommige monsters rauwe melk, voorzien van .
0,05 % van een aérogenescultuur, toch nog geen gistingsverschijnse-
len te zien gaven. Dit werd veroorzaakt door de werking van de
melkzuurbacterién, die zich in de eenige uren oude melk reeds zoo-
zeer hadden vermenigvuldigd, dat de aérogenesbacterién hun achter-
stand niet meer konden inhalen en in de tijd, die dan voor hun
ontwikkeling beschikbaar was, geen gas meer konden vormen.
Na afkoeling tot 32 °C werd de melk geént met een cultuur
van de te onderzoeken stam, welke cultuur gedurende 16-18 uur
bij 37 °C gestaan had. Doordat deze cultures steeds ongeveer even-
veel bacterién bevatten, waren we in staat om de besmetting van-
de melk met gistingsbacterién, zooals wij de bacterién van de coli-
aérogenesgroep ook wel zullen noemen, eenigszins te regelen. Na het
enten plaatsten we de melk gedurende 1 uur bij 31 °C, om een zoo
nauw mogelijke aansluiting te krijgen aan de gang van zaken in de
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practijk. Daar heeft de besmetting van de melk ook meestal plaats
eenige tijd v6or het begin van het kaasmaken. Immers pas, over-
geénte bacterién vermeerderen zich in de nieuwe voedingsbodem
gedurende de eerste tijd, de zoogenaamde , lag-phase”, niet. Na deze
phase beginnen de bacterién zich snel te vermenigvuldigen, waarbij
zij in de ,,log-phase” komen. Met de door ons genomen maatregel
waren we er zekerder van, dat de bacterién zich in dezelfde toestand
‘bevonden als in de practijk bij een natuurlijke besmetting van de
melk. Na dit uur werd de melk in strem gezet, waarbij we aan de
melk toevoegden:

_ 1e 3cmd 35 9% CaCl -oplossmg, waardoor de stremmmg geen na-
deelige invloed zou ondervinden van de voorafgaande verhlttmg
van de melk.

2e 5-10 cm? 7arursel, _

3e een hoeveelheid stremsel voldoende om de Wrongel na 35 minu-
ten stremtijd bij 31 °C geschikt te doen zijn voor de verdere
bewerking: :

Na het stremmen gingen we over tot het snijden. Gedurende die
bewerking, die 25 minuten duurde en waarbij we de wrongel be-
werkten met een klein kaasmesje, voerden we de temperatuur op
tot 34 °C. Na het snijden tapten we 1000 cm?® wei af. Na vervolgens -
200-400 cm?® water te hebben toegevoegd, voerden we de tempera-
tuur op tot 39 °C. Gedurende de verdere behandeling daalde de
temperatuur telkens, maar zoodra de thermometer 36 °C aangaf,
werd opnieuw nagewarmd tot 39 °C. Gedurende het nawarmen, dat
30—40 minuten duurde, roerden we de wrongel met behulp van een
ebonieten lepel dooreen. Na het roeren tapten we alle wei af en
brachten we de wrongel over in het kaasvat. Een paar minuten later
werd om de wrongel een kaasdoek aangebracht. Nadat de kazen
15 minuten gestaan hadden, werden' ze onder de pers geplaatst,
Gedurende het persen, dat 5 uur duurde, brachten we langzamer-
hand op de kaas een druk aan van 28 kg, hetgeen neerkwam op een
druk van 0,4 kg per cm? van de kaasdoorsnede, welke nl. 70 cm? -
groot was. We hebben ernaar gestreefd om vele uitwendige om-
standigheden zoo te regelen, dat het vroeg-los een goede kans kreeg
om zich te ontwikkelen. Daarom was de temperatuur in het pers-
lokaal 2223 °C. Na het persen verwijderden we de kaasdoek en de
bij het persen gevormde kaasrand en plaatsten we de kaas omge-
keerd in het vat. Ook gedurende dit omloopen was de temperatuur
nogal hoog, namelijk weer 22-23 °C. Na het omloopen, de kaas was
dan 24 uur oud, beoordeelden we haar naar de mate waarin vroeg- -
los was opgetreden. Qok werd op dit moment de pH van het kaas-
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vocht bepaald. We mochten de kaas na 24 uur reeds definitief be-
oordeelen, omdat ons, door middel van de nog te -beschrijven
lactosebepalingen, was gebleken, dat dan reeds alle suiker was ver-
dwenen. Na de beoordeeling verbleef de kaas gedurende 4 uur in
een 20 % zoutoplossing. In de practijk komt de kaas wel iets eerder
in de pekel, maar door de veel grootere omvang der practijkkaas
heeft het zout veel meer tijd noodig om in het binnenste van de kaas
door te dringen. We wilden niet dat het ontstaan van vroeg-los kon
beinvloed worden door het pekelen, daar dit in de practijk bij een
voldoend snelle melkzuurgisting ook niet gebeurt.

De wijze van beoordeeling was als volgt. Allereerst werd nagegaan
of de kaas gerezen was. Daarna. werd de kaas doorgesneden en be-
oordeelden we het aantal openingen in de kaasdoorsnede. Daarna
werd aan de hand van de hier volgende schaal een cijfer gegeven
voor de mate waarin vroeg-los was opgetreden.

. : 0 = hoogstens een paar gaatjes
De kaasisnietgerezen . . . . . . . . . . {

1 = tamelijk veel gaaties
2 = veel gaten :

De kaas is wel gerezen en wel in toenemende mate { 3 = veel gaten
5 = dem

in de door de pijl aangegeven richting 4 = idem

‘Om een indruk te geven van het uiterlijk van een kaasdoorsnede, -
die voor vroeg-los een 'bepaalde beoordeeling gekregen heeft, ver-
wijzen we naar de foto’s. o :

Voor de pH-bepaling hebben we een colorimetrische methode
gebruikt. We maakten 10 g kaas fijn in, en met behulp van, 50 cm?
water. Nadat dit mengsel eenige tijd gestaan had, verwijderden we
de kaasdeeltjes met behulp van een vouwfilter (Schleicher en Schiill
no. 588). Van het filtraat bepaalden we de pH met behulp van een
comparator, methylrood. en bufferoplossingen volgens WaLroOLE.
Wilden we de resultaten van de proeven toepassen op het kaasmaken
in de Practijk, dan mochten de pH-waarden niet te veel afwijken.
van die van practijkkazen. We konden echter niet verhinderen dat
de pH, tengevolge van het enten met gistingsbacterién en de maat-
regele_n die we namen om het ontstaan van vroeg-los te bevorderen,
vaak iets te hoog was, Vaak was het noodig dat bij een proef twee
kaasjes tegelijk gemaakt werden uit twee porties melk. Als de pH-
waarden van deze kaasjes nu gelijk of bijna gelijk waren, dan waren

~weer zeke{_van, dat een eventueel verschil in de mate van vroeg-los

- niet kon zijn veroorzaakt door een verschil in pH. Bij gelijktijdig
gemaakte kaasjes konden we wel voor gelijke: pH-waarden zorgen,
maar het bleek ons onmogelijk om constante waarden te- krijgen



Figuur 18"

Melk geént met 5 cm?® cultuur
vanstam 1 (Cl). Los == 1

Figuur 19 :
Melk geént met 5 cm® cultuur
van stam 2 {(C1). Los = 1-2

Figuu.r 20
Melk ge#nt met 5 cm?® cultuur
van stam 23 {Ca 1), Los = 0

Figuur 21

Meclk geént met 5cm?® cul tutir
van stam 34 (I 1}). Los = 0




Figuur 22

Melk geént et 5 em? cultuur
van stam 26 (C2). Los =0

Figuur 23
Melk geént met 5 cm? cultuur
vanstam 11 (A 1). Los = 4 o

Figﬁur 24
Melk geént ‘mc't Sem® cultuur
vanstam 5 (I 1). Los = 4




Figuur 25
Invloed van combinaties van
typen op-het vroeg-los
no 25 melk geént met 1/, cm®
cultuur van stam 11
{A 1), Los = 4-5
no 26 melk geént met 1/, cm®
cultuur van' stam 11
{A 1) en®/,cm® cultuur
van stam 26 (G 2).
"Los =4-5
- De gasvorming vandezeaéro-
" _genesstam werd dus niet. be-
invioed door.deze tocvoeging
van los-negatieve "bacterién

Figuur 26
Invlced van combinaties van
typen op het vroeg-los
- no 31 melk geént met 1/, cm® -
cultuur van stam 19
(Al). Los =4 -
* no 32 melk geént met?/;cm®
cultuur. van stam 19
(A 1) en®}; cm? cultuur
van stam 30 (C 1).
Los =0 -
De gasvorming vandeze aéro-
" genesstam is wel te bein-
_vloeden door een toevoeging
" van los-negatieve bacterién.



Figuuf 27 '
Invloed van combinaties van
'_typen op het vroeg-los
no 23 melk geént met 1/, emd
" cultuur van stam 37
S {12). Los = 4 )
" 1024 melk geént met 3 em®
: cultuur van stam 37
(I12) en 5/, em?® cultuur
van stam 26 (C 2},
Los = 1-2.

. Figuur 28- L

. Invioed van combinaties van
. typen op het vroeg-los

1027 melk ge#nt rhet 1/, em?

cultuur ‘van stam 37
(I2). Los = 45

no 28 melk geént met !/, exm?

" cultyur van ‘stam 37

Iy en%,em? cultuur

van' stam 2 (C 1),

‘Los =3 '




Flg'l.lul' 29. Invloed van. catrocnzuur opde gasproducue door coli-
bacterign (stam:1, C 1) in’ kaas met een tekort aan citroenzuur

. no 13. toegevoegd bij de bereiding 400 c:ma 0,18 % cntroenzuu.r-_
oplcssmg Los = 01 .
no 14‘ toegevoegd bij de hercidmg 400 cm® water. Los = -2
Door de groote watertoevoeging is een cenigszing Iosse kaas ontstaan

(no 14), maar toevocgmg van citroenzuur heft de invloed van die -
: . watertoevoeging weer op '

T



Figuur 30

Invloed van citroenzuur op
de gasvorming van los-posi-
tieve bacterién in kaas
‘nol5 melk geént met 5 cm?
cultuur van stam 11
(A1)
Toegevoegd bij het na-
warmen400cm? 0,18%
citroenzuuroplossing.

Los = 4.
" no 16 melk geént met. 5 cm®
: cultuar van stam 11
@A)
Toegevoegd bij het na-
warmen 400 cm3 water.
. Los =34

‘-

Figuur 31

. Invlocd van citroenzuur op
de gasvorming van los-posi-
tieve bacterién in kaas

1021 melk geént met 5 em?
cultuur van stam 4 (I
Toegevoegd bij het na-
warmen 400 cm?® van
een oplossing die 2,1
g citroenzuur bevatte

(PH 5,8). Los = 4-5.
"ne 22 melk gegnt met 5. cm®
cultuur van stam 4 (I1y
Toegevoegd bij hetna- -
warmen 400cin® water.
- Los = ¢
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voor de kaasjes, die gedurende de geheele periode gemaakt werden.
Dit werd veroorzaakt door de onmogelijkheid om, onder onze om-
standigheden, van dag tot dag op precies dezelfde manier kaas te
maken. _

Om delactose te bepalen, wreven we 15g kaasfijn in een mortier met

105 cm?® van een 0,I N soda-oplossing van 50 °C, die zeer geleidelijk
werden toegevoegd. Aan de verkregen kaasemulsie voegden we achter-
eenvolgens I5 cm® K,Fe(CN)g-oplossing en 15 cm?® zinkacetaat-
oplossing toe.1} Na flink te hebben geschud verwijderden we met
behulp van vouwfilters (Schleicher en Schiill no. 5723} het neerslag.
Van het filtraat werden 2 X 25 cm?® voor de lactosebepaling volgens
ScuoorL (1929} gebruikt. Het volume van de kaassuspensie was
ongeveer 150 cm®, Rekening houdende met het volume van de neer-
" geslagen stoffen, hielden we 140 cm?® oplossing over, waarvan onge-
veer 60 cm?® filtraat verkregen werd. 25 cm?® filtraat correspondeer-
den dus met 2,68 g kaas, waarin in het begin 50 mg lactose aanwezig
waren. Het verdwijnen van de lactose kon op deze manier dus goed
gevolgd worden. Hoeveelheden suiker, toegevoegd aan het filiraat
van een kaas, waarvan de lactose reeds verdwenen was, konden we
precies terugvinden, waardoor we mogen aannemen dat deze methode
nauwkeurige resultaten geeft. -
- Aanvankelijk klaarden we de kaassuspensie met behulp van 10 %,
trichloorazijnzuuroplossing, maar het geneutraliseerde filtraat was
onbruikbaar, daar onder deze omstandigheden de lactose niet in
staat was tot reductie van de oplossing van T,urs, ‘

We hebben de beschreven methode toegepast op de eerste 20 kaas-
jes, maar het bleek ons dat er altijd een kleine reductie van de
-oplossing volgens I, Urr overbleel, overeenkomende met 0,2-1,0 cm?®
0,1 N thiosulfaat. Daar er geen reden was om aan te nemen, dat er,
na het verdwijnen van de grootste hoeveelheid van de lactose, een
zeer klein gedeelte zich aan de vergisting onttrekken zou, hebben
we aangenomen, dat deze kleine reductie niet door lactose veroor-
zaakt werd. Waarschijnlijk speelden stofwisselingsproducten van de
coli-agérogenesbacterién, b.v. acetyl-methyl-carbinol, hier een rol.
- Daar bleek dat in deze 20 gevallen de lactose steeds binnen 24 wur
verdwenen was, hebben we onze kazen na 24 uur definitief beoor-
deeld naar de mate waarin vroeg-los was opgetreden.

1y Zie voor de samenstelling van deze oplossingen bladzijde 37,
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§ 2. EEN ONDERZOEK NAAR DE MATE,
WAARIN DE VERSCHILLENDE, TYPEN VAN DE GOLI- AEROGENESGROET
VROEG-L.0S KUNNEN VERQORZAKEN

Over dit onderwerp zijn reeds eenige onderzoekingen gepubli-

ceérd. DORNER (1925) ‘vond dat bij het ontstaan van het vroeg-los
de excrementen van de koeien overheerschend veel aérogenesbacte-
rién bevatten. Daarom schreef hij aan de aérogenesbacterién de
- grootste invloed toe bij de vroeg-beginnende gasvorming in kaas.
WarTeHEAD (1931) onderzocht de invioed van de coli-aérogenes-
bacterién bij cheddarkaas en hij vond, dat ze geen van alle in staat
waren vroeg-los te veroorzaken. Daarentegen kreeg HUTTIG (1933)
bij zijn onderzoekingen een geheel ander resultaat. Deze onder-
zoeker maakte zachte kaasjes uit melk, geént met verschillende
~ typen van de coli-aérogenesgroep. De aérogenesbacterién veroor-
- zaakten in erge mate vroeg-los, de echte colibacterién heelemaal
niet. Hier tusschenin - stonden, wat de gasvorming in kaas
- betreft, de paracolibacterién, waarmee HirTic. colibacterién be-
~ doelde, die een of andere karakteristieke eigenschap van de echte
colibacterién misten, zooals de indolvorming of de coagulat1e van
melk.

Dat men aan deze pubhcatles tot nu toe weinig aandacht be-
steedde, blijkt wel uit het feit, dat in 1942 vaAx BEYNUM en PETTE
nog aangaven; dat het kaasgebrek vroeg-los door Bacterium coli of
door Bacterium aérogenes veroorzaakt wordt. Het leek ons daarom
van bela.ng na te gaan hoe de verschiilende typen van de coli-aéro-
' genesgroep zich gedragen in kazen, bereid op de manier welke ge-
bruikelijk is voor de Nederlandsche harde kaassoorten. Bovendien
konden we dan tevens zien in hoeverre de resultaten van de leb-
gistingsproeven. overeenkomen met die verkregen bij de proeven
met kaas. Op bladzijde 22 hebben we er nl. reeds op gewezen,
dat -er groote verschillen bestaan tusschen de omstandigheden
;a{vaarm de bacterién werkzaam zijn bij de lebgistingsproefl en in

aas :
- Eerst volgt een beschrijving van de proeven waarbij we gebrmk
hebben gemaakt van colistammen, en van intermediaire stammen
met een negatief resultaat bij de lebgistingsproef. :

De 2,5 liter melk werd geént met 5 cm?® cultuur van de te onder-
zoeken stam, Het gebrulkte zuursel (7 cm3) was een reincultuur van
Streptococcus cremoris,

‘Bij het nawarmen werd 200 cm? water gebrulkt

- Het aantal glstmgsbactenen werd geteld door.in duplo verdun-
: nmgen over te brengen in bu1zen gevuld met de voedingsoplossing
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volgens Mc ConkEY. 1) Voor de interpreteering van de verkregen'
‘gegevens maakten we dan gebruik van de tabellen van Mc CraDY, 2)
Tabel 35 laat eenige verkregen resultaten zien.

TABEL 35
Over de invloed van colitypen en sommige intermediaire typen of ds gasvorming in kaas

Aantal coli-atrogenesbacterign Beoor- Foto
Rogs | Sum | Type Bij het stremmen In 24 vur oude kaas deeling ue pH
14 1| €1 |19.000.000 fem, | 1.600.000000/g | 1 | 10 | 515
79 2 | ¢1 | 1900000 | - | 12| 33 | 52"
59 | 27 | €1 11900000 , |6.000.000.000, | O - | 515
60 30 .| CG1 78.000,000 6.000.000.000 ,, 0 . - 5,15
54 | 31 | €1} B800.000 . T~ 3 - |53
53 | 16 { ©2 [ 4160000 - 0 - |52
57 | 23 | cal| 800.000 , - o | 20 | 5,10
29 | 15 | 11| soooo0 - 1-2 | - | 530
58 | 3¢ | 11 |2.000.000 , - o | 30 | 510
44 26 G2 | 1.300.000 ,, 600.000.000 ,, 0 1 5,20

Met uitzondering van stam 31, die ook een afwijkende kaas
leverde, vormden geen dezer stammen gas bij de lebgistingsproef.
Stam 31 (C 1) kreeg echter bij deze proef de beoordeeling ,,iets posi-
tief”. We zien dat de resultaten der lebgistingsproef volkomen in
overeenstemming zijn met die gevonden bij de proeven met kaas,
Alleen zouden we nog eraan willen toevoegen, da.t de Cs-typen die
bij de lebgistingsproef de beoordeeling ,,iets gas” kregen, nu in de
kaas in het geheel geen gas kunnen vormen. De flguren 18, 19, 20,
" 2I en 2z geven de gemaakte foto’s weer.

Tabel 36 (blz. 56) laat de resultaten zien van proeven, waarbij de
melk geént werd met 5 cm?® cultuur van stammen die bij de lebgistings-
proef een positief resultaat gaven. Hier gebruikten we 10 cm?® zuursel
en de hoeveelheid water die we toevoegden bedroeg 200300 cm®.

Het blijkt, dat de stammen, die gas vormden bij de lebgistings-
proef, alle tot een los-vorming in kaas in staat waren. De figuren 23
en 24 laten de beide foto’s zien.

Van de 22 door ons geisoleerde colistammen kan er dus maar één
(stam 31) een vroeg-losse kaas geven. Sommige intermediaire typen,
in ons geval 4 van de 14 stammen, kunnen ook geen vroeg-los ver- .
oorzaken. De overige intermediaire typen en de typen van de aéro-
genes-cloacaegroep zijn daartoe wel in staat. '

!) De manier waarop uit kaas verdunningen werden gemaakt wordt vermeld op

biadzijde 62.
?) Zie K. J. DEMETER, Bakteriologische Untersuchungsmethoden, Berlijn 1934,
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TABEL 36
Over de inploed van stammen met een positief resultaat bij de Iebgistingsproef op de gasvorming in kaas
- Aantal coli-a#rogenesbacterién Becor- Foto 1
Rees | Stam . Lype Bjj het stremmen | In 24 uur oude kaas deeling . ne P
2 21 I1 - - 4 - 4,90
5 5 11 [ 13.000. 000 ,'cm, 250.000.000 /g 4 - 5,40
6 20 11 2.500.000 -, |- 13.000.000 ,, 4 - 5,30
9 11 Al 600.000 ,, 190.000.000 ,, 4 ~- 5,20
16 11 | Al .} 8000.000 ., - ) 4 12 5,10
24 19 Al 19.000.000 ,, - 4 - -
50 41 Aal | 1.800.000 ,, | - ] 4 - 5,35
10 39 Cl 2.500.000 ,,~ | 80.000.000 , 4 - 5,10
23 5 I1 400.000 ,, - 4 19 5,10

Wel geven alle typen der negatieve stammen aan de kaas een on- -
aangename gistingssmaak, waarbij we, evenals WHITEHEAD (I93I),
geen verband vonden tusschen de mdolvormmg en de door de
stammen veroorzaakte gistingssmaak.

We kunnen dus met behulp van de lebgistingsproef nagaan of een
- bepaalde coli-aérogenescultuur in staat is een gasvorming in kaas
te veroorzaken.

Wanneer we onze resultaten vergelijken met die vermeld in het
litteratunroverzicht, dan bljkt direct dat DorNER (1925) zeer
terecht veronderstelde, dat de aérogenesbacterién de meeste invloed
unitoefenden op het vroeg-los. De resultaten van WHITEHEAD (I193T)
" zijn echter anders dan- de onze. In verband echter met de geheel
andere bereidingswijze van cheddarkaas en de gebrekkige determi-
neering van de door hem gebruikte stammen; kunnen zijn onder--
zoekingen niet vergeleken worden met de onze. De resultaten van
-HurT1G (1933) zijn bijna gelijk aan de onze. Het is alleen lastig na
te gaan wat hij bedoelde met paracolibacterién. Hoogstwaarschijn-
lijk vallen de C,- en I-typen hieronder, maar volgens deze onder-
zoeker stonden de bacterién wat de mate van los betreft tusschen
de echte colibacterién en de aérogenesbacterién. Bij de door ons ge-
nomen proeven kon een deel van deze bacterién (de C,- en sommige
I-typen) heelemaal geen vroeg-los veroorzaken, maar was de werking
Vvan het andere deel (de ovenge 1- typen) even: sterk als die van de
agrogenesbacterién, : :
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) § 3. OVER EENIGE FACTOREN, DIE VAN BELANG ZIJN
BIJ DE GASVORMING IN KAAS DOOR LOS-POSITIEVE STAMMEN

Uit de gegevens van de tabellen 35 en 36 blijkt, dat de coli-
agérogeneshacterién zich in kaas gedurende de eerste 24 uur zeer goed
kunnen ontwikkelen. Als gevolg daarvan zien we {zie tabel 36), dat
er geen verschil in gasvorming is bij de kazen 5 en 23, beide geént

-met stam 3, en bij de kazen g en 16, beide geént met stam 11, alhoe-
wel er wel groote verschillen waren in het aantal bacterién in de .
melk. Bij andere proeven met kaas, die nog worden beschreven, is
‘vaak maar met § cm? cultuur, soms zelfs maar met o0, cm? cultuur,
van een los-positieve stam geént, terwijl de gasvorming toch even
groot was. Tabel 37 laat eenige resultaten zien. We gebruikten in
bijna al deze gevallen 7 cm?® zuursel en voegden 200-300 cm? water
toe. '

TABEL 37 Over ket verband tusschen de gasvorming in kaas
en het aantal bacterién, waarmee de 2,5 liter melk geént werd

Ka. 8t T Getnt met & Aama::cou. H Beoor- " pH
a3 am ype nt me abgpﬁttl::r mﬂn .decli.ng P
16 1 Al 5 ¢m® | 8.000.000 jem? 4 5,10

9 11 Al 5, 600.000° ,, 4 5,20
33 1 Al 0,25, 40,000 4 5,10
127 11 Al 01, | - : 4 5,10
23 5 I1 5, 400.000 ,, 4 5,10
5 5 I1 5 ,, |13.000.000 , 4 5,40
55 | 37 12 | 05, . 40.000 ,, 45 | 515
47 37 12 |05, - 4 | 540
137 37 | I2 01, | = - 4 5,10
%6 4 11 05 , |19.000000 , | 4 515
133 4 11 01 ., - 5| 510
24 19 Al 5 , | 19.000.000 ,, 4 | -
65 19 Al 05 , | 1900000 , .| 4 | 815

Inderdaad zien we weinig verband tusschen de gasvorming in de
kaas en het aantal bacterién in de melk bij het stremmen. Dit wordt
veroorzaakt doordat de gistingsbacterién een groote voorsprong in
hun ontwikkeling kregen ten opzichte van de melkzuurstrepto-
coccen. Voordat de melkzuurbacterién zich hebben kunnen ont-
wikkelen en door hun zuurproductie de pH doen dalen, hebben de
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gistingsbacterién.toch nog gelegenheid zich te vermeerderen en een
deel van de suiker te vergisten. Met behulp van proeven, die be-
schreven worden in hoofdstuk VI, hebben we kunnen bepalen, dat
.de coli-aérogenesbacterién onder deze omstandigheden van de onge-
veer 3,9 % lactose, die het kaasvocht in het begin bevat, 0,2-0,3 %
suiker vergisten. De overblijvende 3,6-3,7 % wordt dan door de
melkzuurstreptococcen omgezet tot melkzuur. De groote voorsprong
in ontwikkeling, die de coli-aérogenesbacterién krijgen op de melk-
_zuurstreptococcen gedurende het kaasmaken, zal wel in belangrijke
mate veroorzaakt worden door de gebruikte temperaturen, die zeer
. gunstig zijn voor de ontwikkeling van de coli-aérogenesbacterién;
ze liggen echter tamelijk ver boven de optimumtemperatuur van de
melkzuurstreptococcen. L ' o
Alhoewel we niet veel proeven genomen hebben over het verband
tusschen de mate van vroeg-los en het aantal los-positieve bacterién
in de melk, kunnen we wel zeggen, dat, onder omstandighéden
gunstig voor het optreden van vroeg-los (b.v. hooge temperaturen
in de zomermaanden), een infectie van enkele 10 duizenden los-
positieve bacterién per cm® melk reeds in erge mate het vroeg-los
kan veroorzaken. = . . o _ :
. Een kaas, die eenlage pH heeft tengevolge van de vele suiker die
_de pas gemaakte kaas bevatte, kan nog in erge mate het vroeg-los
hebben (kaasno. 2, tabel 36). Ook als we eenige gegevens van tabel 37
met elkaar vergelijken (b.v. kaas no.23 met kaasno. 5 enkaasno. 55
met kaas no. 47), dan blijkt er weinig verband te bestaan tusschen
de mate van vroeg-los en de pH. ' - : '
Deze resultaten kunnen we ook verklaren met het feit, dat de
coli-aérogenesgisting plaats heeft vo6r de hoofdzaak van de melk-
zuurgisting. Het maakt geen verschil voor de gasvorming in de kaas
of de melkzuurbacterién, na het de gistingsbacterién onmogelijk te
hebben gemaakt om nog gas te vormen, dan nog de beschikking
hebben over 120 mg of over 80 mg lactose per 10 g kaas. Maar in
_, dergelijke gevallen zijn er na 24 uur, als alle suiker is omgezet, groote
verschillen in de pH aan te toonen. Om het vroeg-los tegen te gaan
is de snetheid van de melkzuurgisting veel belangrijker dan de uit-
_eindelijk gevormde hoeveelheid zuur en de snelheid wordt veel meer

beinvloed door de eigenschappen van de melkzuurbacterién dan .

door de grootte van de zuurseltoevoeging. Bij eenige proeven konden
we dan ook geen verschil in de mate van vroeg-los vinden toen we
de werking van een toevoeging van 5 cm? zuursel vergeleken met
~een van 10 cm®, Dat de snelheid waarmee de melkzuurbacterién zich
ontwikkelen een veel grootere rol speelt dan de grootte van de zuur-
seltoevoeging, kunnen we verklaren met het door DEMETER (194T;

N
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blz. 302) aangegeven verschijnsel, dat de melkzuurbactién pas be-
ginnen met een merkbare zuurproductie als de bacterién zich hebben
ontwikkeld tot het bijna maximale aantal (ongeveer 200.000.000 per
cm?). De getallen van DEMETER hebben betrekking op melk, maar
dit verschijnsel zal zeker ook wel voor onze omstandigheden gelden,
Gebruiken we per 2,5 liter melk 5cm? zuursel, dan bevat, aan-
nemende dat het 24 uur oude zuursel ongeveer 250.000.000 bacte-
rién per cm?® bezit, 1 cm?® van de te verkazen melk 500.000 melkzuur-
streptococcen.. Bij een toevoeging van 10 cm?® zuursel bevat elke cm?® -
melk 1.000.000 melkzuurbacterién. Daar de zuurproductie pas be-
gint bij een aantal van + 200.000,000 per cm?®, moeten er eerst nog
vele deelingen van de bacteriecellen plaats vinden, waarbij we kun-
nen inzien, dat het niet veel verschil maakt of we beginnen met een
aantal van 500.000 of 1.000.000 per cm® Dit eenvoudige getallen-
- voorbeeld laat wel op een duidelijke manier zien, hoe belangrijk de
groeisnelbeid van de melkzuurbacterién is. Behalve door de eigen-
schappen van de bacterién, blijkt de ontwikkeling van de melkzuur-
bacterién ook sterk beinvloed te worden door de hoedanigheid van
de melk. Volgens DEMETER (1941, pag. 185) vonden MARSHALL,
PorcHER en I,AMBERT en Cox en WHITEHEAD, dat de aanwezigheid
van Bac. subtilis bevorderend werkt op de groei van melkzuur-
streptococcen in melk, De groei van deze bacterién wordt belemmerd
als de koeien die deze melk leverden, gevoerd werden met spoeling,
_ bieten zonder voldoende kalk en silage (zie DEMETER, pag. 398).
Op dezelfde plaats kunnen we verder nog lezen, dat de melkzuur-
bacterién zich ook slecht ontwikkelen in melk, afkomstig van koeien
lijdende aan mastitis of de ziekte van Bang. Tenslotte kunnen we
dus zeggen, dat, bebalve door het aantal los-positieve bacterién en
de hoeveelheid gebruikt zuursel, de mate waarin vroeg-los kan
ontstaan in nog sterkere mate wordt beinvloed door de snelheid

van de melkzuurgisting en door de hoogte van de temperaturen,
 waaraan de wrongel en de jonge kaas blootgesteld worden.

In de volgende paragraaf wordt echter nog een invloedrijke factor
besproken, namelijk de aanwezigheid van los-negatleve bacterién
van de coli-aérogenesgroep.

' §4. DE INVLOED VAN COMBINATIES VAN TYPEN
VAN COLI-AEROGENESBACTERIEN OP DE GASVORMING IN KAAS

In hoofdstuk IT hebben we met behulp van oriénteerende proeven
kunnen aantoonen, dat de gasvorming door de los-positieve stam-

men kan worden tegengegaan door toevoeging van los-negatieve, - -

Met behulp van proeven, die in deze paragraaf worden beschreven,



6o

hebben we nagegaan of dit ook geldt voor de gasvorming in kaas.
We maakten telkens tegelijk twee kazen uit twee porties melk, waar-
van de eene hoeveelheid werd geént met een los-positieve stam en
de andere portie met een los-positieve en een los-negatieve. We
gebruikten 7 cm? zuursel, hetzelfde als dat bij de proeven in para-
graaf 2, en we voegden 250 cm?® water toe na het aftappen van de
wei. De resultaten van de genomen proeven worden weergegeven
in tabel 38. - : '

TABEL 38 L

Over de inoloed van combinaties van los-positieve en los-negatieve stammen op de gasvorming in kaas

Toegevoegd van een cultuur van een: - Beoor
aes Los-positieve stam Los-negatieve stam deeling Foto no P
27 | YyemPstam 11 (A1) | - s | - -
28 idem : 3 cm® stam 2 (C 1) 4 - -
44 | Yycm®stam 11 (A1) {19/, em®stam 2(C1) | 3-4 - 5,20
43 | idem . - B - 34 - 5,20
51 | 3, cm® stam 11 (A 1) . 45 | 25 | 540
- B2 idem %1, cm® stam 26 (C 2) 4-5 26 5,40
65 | 1/,cm® stam 19 (A 1) - 4 31 515
©.66 | idem *fy cm? stam 30 (G 1) 0 32 5,15
83 | Ycm®stam 19 (A1) | - | osa | 2 5,30
8¢ | idem. - | Heem®stam26 (C2) | 1-2 - 5,30
61 | Y, cod stam 39 (CI) - SR . - | 510
: 62 | idem . e | Meem® stam 26 (G2) | - 2 - | 510
L4 | Yemstam37(rz) |- e | 2 | s
48 | idem pom® stam26 (C2) | 12 0 24 | 5,40
55 | Ypemsam37(12) | 0 1 | a4l 27 | 515
56 | idem 5f, co® stam 2 (G 1) 3 | 28 5,15 .

De figuren 25, 26, 27 en 28 laten de foto’s zien. We zien dat de
werking van de stam 11 (A 1) niet werd belemmerd door toevoeging
van een los-negatieve stam. Dat dit geen algemeen verschijnsel is
bij atrogenescultures, blijkt uit de resultaten verkregen met de
~ agrogenesstam-19. De werking hiervan werd volkomen onderdrukt

door de toevoeging van stam 30 {C 1). Ock het vroeg-los, veroorzaakt
~door de andere -stammen,  werd mirder door toevoeging van een
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los-negatieve stam. Bij de proeven, genomen met een intermediaire
stam, 37 (I 2), bleek dat de eene los-negatieve cultuur meer invloed
heeft dan de andere. Het mede aanwezig zijn van los-negatieve
bacterién oefent dus in de meeste gevallen een groote invloed uit op
de gasvorming door de lespositieve. .

Bij sommige kazen was het mogelijk van beide typen de ont-
wikkeling na te gaan gedurende de eerste 24 uur. Dit ging alleen bij
combinaties van los-positieve stammen, die kunnen groeien in de
citraatoplossing volgens KosER, met bacterién van het Cy-type, die
een positief resultaat geven bij de proef van Eijkman. Allereerst
werden verdunningen van de kaas in duplo geént in buizen gevuld
met voedingsoplossing volgens Mc CoNKEY. 1) Van de buizen, waar-
in gasvorming had plaats gehad, entten we een oogje over in een
buis gevuld met citraatoplossing volgens KosERr en een oogje in een
nieuwe buis gevuld met vloeistof volgens Mc Conkey. De eerste
plaatsten we gedurende drie dagen bij 37 °C. Hiermee konden we
dan bepalen in welke oorspronkelijke verdunning van de kaas nog
adérogenes- of intermediaire bacterién aanwezig waren. De buis met
de vloeistof volgens Mc ConkEY plaatster we 48 wur bij 45 °C,
waarna we in staat waren vast te stellen in welke oorspronkelijke
verdunning van de kaas nog bacterién van het C;-type aanwezig
waren. Deze methode kan dus alleen gebruikt worden als we los-
negatieve bacterién van het C;-type gebruiken, daar de proef van
Frrrman wordt gebruikt om het aantal hiervan te bepalen. De ver-
kregen resultaten worden door tabel 39 weergegeven.

TABEL 39 - Ontwikkeling van coli-aérogenesbacterién in kaas
Aantal bacteri€n van ¢lke stam

Kaas Stam Type : pH
’ " Bij het stremmen i In 24 uur oude kaas
28 11 Al 600.000 jcm?® 60.000.000 /g
2 C1 600.000 ,, 60.000.000 ,,

44 11 Al 40.000 ,, 160.000.000 ,, 5,20
.2 Cl1 8§00.000 ,, 3.200.000.000 ,,

66 19 Al 1.500.000 ,, 770.000.000 ,, 5,15
30 Gl 8.000.000 ,, 3.000.000.000 ,,

56 .| 37 12 40000 ,, 8.000.000 ,, 5,15
2. c1 400,000 ,, | -3.200.000.00 ,,

Het blijkt, dat de ontwikkeling van de agérogenesbacterién gelijke
tred hield met de ontwikkeling van de toegevoegde colibacterién,

1) Het maken van verdunningen van kaas wordt besclireven op bladzijde 62.
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In kaas 56 bleef echter de ontwikkeling van de bacterién van het
I,-type achter bij die van de toegevoegde stam 2.

Over de wijze, waarop de los-negatieve stammen de gasvormmg
in kaas door de andere stammen kunnen tegengaan, hebben we op
bladzijde 24 reeds iets gezegd. Hierbij wezen we op de mogelijkheid,
dat sommige stofwisselingsproducten van de colitypen (bijvoorbeeld
azijnzuur) de gasvorming door de andere typen zouden doen ver-
minderen. Een andere mogelijkheid is de zuurvorming door de coli-
typen. Zonder de aanwezigheid van los-negatieve typen wordt de
gasvorming door de los-positieve stopgezet door de dalende pH,
waarvoor de melkzuurbacterién zorgen. De colibacterién ontwikke-
len zich echter veel sneller dan de melkzuurbacterién en zij zijn’
eveneens in staat de pH zoover te doen dalen, dat de gasvorming
der los-positieve bacterién daardoor wordt stopgezet. Door toe-
voeging van los-negatieve typen wordt de periode gedurende welke
de andere gas kunnen vormen dus veel kleiner. Hoewel overigens
de colibacterién ook ongewenscht zijn, doordat zij een gistingssmaak
veroorzaken, fungeeren zij, wat de gasvorming betreft, als nuttige
voorloopers van de melkzuurstreptococcen.

De in deze paragraaf beschreven proeven laten ook duidelijk zien,
waarom we bij.onze proeven met kaas de melk moesten pasteuri-
seeren. Verder zal een infectie, veroorzaakt door koemest, in de regel
niet tengevolge hebben, dat de kaas, gemaakt nit die melk, last
krijgt van vroeg-los. In koemest komen meestal uitsluitend bacte-
rién voor van het Cy-type en deze bacterién zijn juist in staat het

‘vroeg-los, veroorzaakt door de andere typen, tegen te gaan.

§5. OVER HET AFSTERVEN
VAN DE COLI-AER_OGENESBAGTERIEN IN KAAS

~ Bij onze proeven bleek, dat de coli-aérogenesbacterién zich ge-
durende de eerste 24 uur in kaas zeer goed kunnen ontwikkelen.

‘Daarnaast deed zich de vraag voor, hoe lang de bacterién van de
verschillende typen in kaas kunnen blijven leven.

De wijze waarop wij het aantal coli-agrogenesbacterién in kaas
bepaalden was de volgende. Met behulp van een steriele boor namen
we een monster kaas, Met een steriel mesje sneden we er schijfjes
af, die we overbrachten in een steriel horlogeglas. Hiermee werd
doorgegaan tot I g kaas was afgewogen. Deze hoeveelheid kaas
brachten we over in een stericle mortier, waarna we g cm?® van een
2 Y% mnatriumcitraatoplossing van 50 °C toevoegden. De kaasschijfjes
werden met behulp van deze oplossing, welke we steeds in kleine
hoeveelheden tegelijk toevoegden, tot een vloeistof verwreven. 1 cm?
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- hiervan kwam dus overeen met 0,1 g kaas. Met behulp van. deze
emulsie werden vervolgens verdunningen gemaakt. Zij werden over-
gebracht in buizen gevuld met vloeistof volgens Mc CoNKEY. Alles
gebeurde in duplo en we gebruikten de tabellen van Mc CrRADY 1)
om de resultaten in cijfers uit te drukken.

In de vorige paragraaf werd aangegeven, hoe we bij sommige
" combinaties de bacterién van elk type apart konden tellen. '

Van een 37-tal kazen werd het aantal coli-aérogenesbacterién per
g kaas bepaald na 24 uur, na 7 dagen, na 14 dagen en na 4 weken,
We zagen dat de C,-typen zich zeer lang in kaas konden handhaven.
Na 4 weken waren er vaak nog millioenen over per g kaas. De bacte-
rén van het C,-type stierven snel in kaas, zoodat zij na 4 weken
meestal in T g niet meer aan te toonen waren, De los-positieve bacte-
rién konden zich ook zeer slecht handhaven. Na 4 weken waren er
meestal maar enkele honderden per g kaas over, alleen van stam 11
bedroeg het aantal iets meer, namelijk enkele duizenden. Vawn
BeEv~nuM en PETTE (1942) schrijven dat een kaas, die na 57 weken
nog veel coli-aérogenesbacterién bevat, vroeg-los moet zijn geweest.
In verband met onze resultaten kunnen we echter zeggen, dat er
in het geheel geen verband is tusschen de mate van vroeg-los en het
aantal coli-aérogenesbacterién in eenige weken oude kaas. Kazen,
die na 4 weken nog millioenen coli-bacterién {van het C,-type} be- :
vatten per gram, waren in het geheel niet los, terwijl sterk vroeg-
losse kazen, die na 24 uur eenige honderden millicenen coli- of
aérogenesbacterién per gram bevatten, na 4 weken nog maar enkele
honderden of vaak geen enkele bacterie meer per gram bezaten. Het
feit, dat de los-positieve typen zich veel slechter kunnen handhaven
in kaas dan de los-negatieve, maakt het trekken van een conclusie
uit het aantal coli- aerogenesbactenen in 4 weken oude kaas on-
mogelijk.

Onze bevindingen over den duur, waarmee de verschlllende typen
van de coli-aérogenesgroep in kaas kunnen blijven leven, komen
overeen met die van HuTriG (1933). Tenslotte worden enkele resul-
taten van onze tellingen weergegeven door tabel 40 (blz. 64), waarbij
we alleen tellingen nemen van kazen, waarvan de melk geént was met
~ combinaties van los-positieve typen en C,-typen, omdat we er hier

zeker van zijn dat eventuecle pH-verschillen geen invloed uit-
oefenden,

De resultaten van deze tellingen, die overeérikomen met die ge-
vonden bij de overige 33 kazen, geven zeer duidelijk aan, dat de los-po-
sitieve typen, in tegenstelling tot de andere, in kaaszeersnel afsterven,

1) Zie noot 2 op bladzijde 55.
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TABEL 40
Over ket afsterven van dz verschillende typen coli-afrogenesbacterién in kaas

Aantalien per g in kaas van
Kaas .| Stam - Type . - pH
24 uur \ 2 weken 4 weken

o8 1| A1l 60.000.000 400.000 240
C1 | 60.000.000 | 160.000.000 | 1.900.000

4“4 11 Al 160.000.000 20.000 2.400 5,20
' C1 [3.200.000.000 |'190.000.000 2.100,000

66 | 19 | A1 | 770.000.000 | - 100 - 5,15
-l 30 | G1 [3.000.000.000 | 19.000.000 -

56 | . 37 | .12 8.000.000 240 - 5,15
"2 | .G1 [3.200.000.000 | 380.000.000. -

§6. OVER PROEVEN MET KAAS,
WELKE IN VERBAND STAAN MET DE INVLOED VAN GITROENZUUR
OP DE SUIKERVERGISTING DER COLI-AEROGENESBACTERIEN

Door middel van eenige proeven konden we aannemelijk maken,
dat het citroenzuur in kaas een invloed uitoefent gelijk aan die,
beschreven in de vorige hoofdstukken, Het leek ons het eenvoudigst
om dit: met behulp van citroenzuurbepalingen aan te toonen. In
kazen, geént met colibacterién, zou het citroenzuur dan snel moeten
verdwijnen, waarbij de bacterién met behulp van dit zuur de suiker-
vergisting zoodanig veranderen, dat er geen gas ontstaat. Daaren-
tegen zou het citroenzuur in kazen, geént met los-positieve bacte-
rién, niet of slechts zeer langzaam mogen verdwijnen, daar deze
bacterién het citroenzuur niet gebruiken bij hun 1actoseverg1stmg
en het slechts in zeer geringe mate kunnen vergisten.

We waren hier, wegens de kleine hoeveelheden citroenzuur, weer
aangewezen op de methode van PUCHER, SHERMAN en VICKERY
(1936). Voor de bepaling maakten we gebruik van een filtraat, ver-
kregen op de manier, beschreven bij de lactosebepaling in kaas. We
losten kaas op met behulp van soda-oplossing en. we sloegen het vet
en het eiwit neer met behulp van een oplossing van K,Fe(CN), en
van Zn-acetaat. ) Het citroenzuur blijft dan achter in het verkregen
filtraat, daar Van BEYNUM (1934) aangeeft dat'dit neetslag geen
citroenzuur vasthoudt. We hebben vroeger ook berekend; dat 25 ¢m3

1} Zie voor de samenstelling van deze oplossingen bladzijde 37,
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van dit filtraat correspondeerde met 2,68 g kaas, waaruit we kunnen
bepalen dat in het begin, als er nog geen citroenzuur was omgezet,
in deze 25 cm? filtraat + 2,15 mg citroenzuur voorkwam. Aangezien
we met deze citroenzuurbepaling hoeveelheden van o0,1-1,0 mg kon-
den bepalen, leek zij dus uitermate geschikt om het verdwijnen van
dit zuur te volgen. De methode kon echter niet gebruikt worden
voor bepalingen in kazen geént met los-positieve stammen, daar we
vroeger zagen, dat dergelijke stammen stoffen vormen, die ook mee-
doen bij de citroenzuurbepaling. Bij ons onderzoek, beschreven in
hoofdstuk ITI, konden we hiervoor een correctie aanbrengen door
ook een bepaling te verrichten in eenzelfde cultuurvloeistof zonder
citroenzuur, maar dit ging hier niet. Het was dus onmogelijk om
met behulp van citroenzuurbepalingen aan te toonen, dat in kazen,
geént met los-positieve bacterién, het citroenzuur niet werd gebruikt
bij de suikervergisting, zoodat alleen overbleef te laten zien, dat
citroenzuur in kazen, geént met los-negatieve stammen, snel ver-
dween. We moesten echter eerst nog de bruikbaarheid van de me-
thode voor bepalingen in kaas aantoonen. Voor de controle maakten
we gebruik van een 4 weken oude kaas, die was bereid met een
zuursel, dat naast de melkzuurstreptococcen ook de citroenzuur-
splitsende aromabacterién bevatte, waardoor we met groote waar-
schijnlijkheid konden aannemen, dat er in een dergelijke kaas geen
citroenzuur meer aanwezig was, We voerden citroenzuurbepalingen
uit in 25 cm?® filtraat, gemaakt van deze kaas en in 25 cm® van het-
zelfde filtraat, waaraan echter 0,40 mg citroenzuur was toegevoegd.
Tabel 4r laat de resultaten zien. : :

TABEL 41 Over de bepaling van citroenzuur in kaas

Bepaling nitgevoerd in Extinctiecobfficient | mg citroenzuur
25em® Alrant . . . . 4 e e e e L1 0,11
idem. . ..o V00 a e e e . 0,12 0,11
25 cm?® filtraat 4+ 0,40 mg citroenzuur., . . .. . - 57 0,52
BAEM . v L e e e e e e ' 0,56 - 0,51

De toegevoegde 0,40 mg kon dus wel precies worden terugge-
vonden, maar we zien ook, dat de gebruikte kaas volgens deze
methode nog citroenzuur zou moeten bevatten. Daar we dit moeilijk
konden aannemen, waren we er reeds op verdacht, dat de gevolgde
methode in kaas te hooge resultaten gaf.

We hebben de methode toegepast op een tweetal kazen, geent
met de los-negatieve stam 2 (C 1). Voor de bepaling namen we 5 cm?
filtraat. We zagen een snelle daling van het citroenzuurgehalte tot
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een bepaald niveau, waarna volgens deze bepalingsmethode de hoe-
veetheid citroenzuur weer begon toe te nemen en dan lange tijd
(7 dagen) constant bleef. Hieruit bleck wel, dat we de resultaten,
verkregen met deze methode, niet konden vertrouwen. Ook bij eenige
andere kazen, bereid met een zuursel met citroenzuursplitsende
aromabacterién, kregen we bij het volgen van de citroenzuurver-
dwijning hetzelfde resultaat te zien. We konden dus aannemen, dat
. in kaas stoffen gevormd worden die meedoen bij de citroenzuur-
bepalingen. : >
Daar het met citroenzuurbepalingen niet ging, hebben we een
andere methode gebruikt om iets te weten te komen over de invloed
van citroenzuur op de suikervergisting in kaas door coli-aérogenes-
bacterién. Aangezien de colitypen geen vroeg-los konden veroor-
zaken, moest de hoeveelheid citrdenzuur in kaas voldoende ziju om
de gasvorming tegen te gaan. Zouden we nu gedurende het kaas-
maken citroenzuur aan de wrongel onttrékken, dan zouden coli-
bacterién, na het resteerende citroenzuur verwerkt te hebben, in
kaas gemaakt van die wrongel toch nog vroeg-los kunnen veroor-
zaken. We hebben een dergelijke proef genomen met stam 2 {C 1).
We maakten twee kaasjes uit twee porties melk van 2,5 liter. Om
in beide gevallen evenveel bacterién in de melk te hebben, voegden
we aan 5 liter melk 10 cm? cultuur van stam 2 (C 1) toe. Vlak voor
het stremmen verdeelden we-de 5 liter melk dan in twee porties van
2,5 liter. Onder het kaasmaken tapten we eenige malen wei af, waar-
na we in het eene geval een oplossing van lactose, melkzouten en
citroenzuur toevoegden en in het tweede geval eenzelfde oplossing
zonder citroenzuur., Op deze manier zouden de bacterién in de tweede
kaas een citroenzuurtekort krijgen en overgaan tot een gasvorming.
De gebruikte oplossingen hadden de volgende samenstelling:

1. oplossing met citroenzuur, - °
1000 cm® water, 45 g lactose, 1,19 g CaCl,, 2,30 g K,HPO,, 1,00
Mg(H,POy), 1,8 g citroenzuur, temperatuur 37 °C, pH 6,4..

2. oplossing zonder. citroenzuur, samenstelling als onder 1, echter
geen citroenzuur aanwezig. o o o

.. De verdere wijze van werken en het verkregen resultaat kunnen
we vinden in tabel 42 (blz. 67). S .

) Inderdaad zien we, dat we door citroenzuuronttrekking de bacte-
rién van de los-negatieve stam 2 (C 1) ertoe konden krijgen om ook
vroeg-los in kaas te veroorzaken. Dit bewijst wel dat ook in kaas
- de colitypen het citroenzuur gebruiken om met behulp daarvan de

lactose zonder gasvorming te vergisten, Ook door gebruik te maken

van meer water bij de kaasbereiding, konden we vaak een, zij het
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TABEL 42
Gasverming in kaas door coli-bacterién tengevolge van een citroenzuurtekort

Methode van kaasmaken Bjj kaas 67 Bij kaas 68
Toegevoegd cultuurstam 2 (G1) . . . . . . . . .. 5 cm?® 5 cm?
Toegevoegd zuursel .+~ . . . . . ... ... 7 cm?® 7 cm?®
Stremtfjd . . . . . . 0 e e e e e e 35 min 35 min
Duursnijden-. . . . « ¢« v v v o o v v 0 0. . 25 min 25 min
Weiaftappen . . . . . .« v o v 00000 e 1000 cm? 1000 em?
Toegevoegd oplossing met citroenzuur . . . . . . . 300 cm® -
Toegevoegd oplossing zonder citroenzuur . . . . . . - 300 cm®
Nawarmentot. . . + . « + ¢« « v « 4 o+ 4 =+« 4 37-40 °C 37-40 °C
Duurroeren . . . « v v o v v v v v e e e 20 min 20 min
Aftappen . . . . . ¢ v vt b s e e e s 1000 cm?® 1000 em® -
Toegevoegd oplossing met ciroenzuur . , . . . . . 700 em® L -
Toegevoegd oplossing zonder citroenzuur , . . . , . - 700 cm?
2 S " 20 min 20 min
Alles aftappen, stoppen, docken, persen, omloopen : :
pHvan 24 uuroudekaas . . . . . . . . ... . . . 5,35 5,35
Vroeg-los,becordeeling. . . . . . . o v .0 ... 1-2 3

ook geringe, vorm van vroeg-los krijgen bij kazen geént met coli-
bacterién, T'abel 43 laat eenige gegevens zien. De melk was steeds

geént met 5 cm3 cultuur,

TABEL 43

Geringe vorm van gasproductie in kaas door colibacterién na ket pebruik van veel water
Kaas Stam Type Toegevoegd Beoordeeling pH
14 1 Gi 200 cm® water 1 5,15

3 1 Gl 100 ,, 2 5,20
59 27 Gl 200 ,, o 5,15

8 27 al | 400, 1-2 5,25

4 26 c2- | 200, 0 5,20
21 26 . G2 400 ,, » 0 5,25
79 2 gl 200 ,, »» 1-2 5,20
80 2 C1 400 ,, o + )

: + 9 g lactose 2 5,20

Blijkbaar wordt er door de los—negatleve colibacterien in kaas iets
meer gas gevormd als er bij de bereiding veel water werd toegevoegd. -
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Weaarschijnlijk kregen de bacterién ook hier dan een tekort aan
citroenzuur, alleen stam 26 had blijkbaar toch nog citroenzuur ge-
noeg. Bij de proef met de kazen 79 en 8o is ook nog lactose toege- -
voegd, omdat door de toevoeging van meer water het lactosegehalte.
van de kaas lager werd. Deze verlaging bij de andere proeven had
~ echter geen invloed op de door de colibacterién vergiste hoeveelheid
" suiker, daar deze bacterién toch alleen maar in het begin suiker
konden vergisten. In een paar proeven met stam 1 (C 1), welke stam
volgens de gegevens van tabel 43 het meest reageerde op een groo-
tere watertoevoeging, hebben we de geringe vorm van vroeg-los,
ontstaan door het gebruik van 400 cm® water, weer kleiner kunnen
maken door een citroenzuurtoevoeging. Bij deze proeven, waarvan
de resultaten vermeld worden in tabel 44, hebben we op de reeds
eerder beschreven manier ervoor gezorgd, dat beide .porties melk
evenveel bacterién bevatten, !} Per 5 liter melk voegden we 10 cm®
cultuur toe. Per 2,5 liter melk gebruikten we 10 cm?® zuursel.

TABEL 44 Verkizining van de gasproductie van colibacterién in kaas,
met eon tekort aan ciiroenzuir, door citroenzuurtoevoeging
Kews | sam | e | Towoonmdssbesteonen | Beor | foo |y
11 1 G1 | 400cm?® 0,18 9% citroen- | :
zuuroplossmg 0-1 - 5,20
12 1 Ci 400 cm® water 1-2 - 5,20
17 | a1 .| 400 em® 0,18 9 citroen- _
. zuuroplossing 0-1 13 4,90
18 i 1 a1 400 cm® water 1-2 14 4,90

De foto’s worden weergegeven door figuur 29. Werd er echter, om
de invloed van de groote watertoevoeging te compenseeren, in plaats
van 400 cm® 0,18 %, citroenzuur evenveel gebruikt van een oplossing
die 2,1 g citroenzuur per 400 cm?® bevatte (0,52 %) en met een pH
van 5,8 (NaOH toegevoegd), dan werd de gasvorming weer grooter.
Tabel 45 laat de resultaten zien van een dergelijke proef waarvan
de uitvoering overigens hetzelfde was, als die van de vorige.

- Dit komt overeen met datgene wat we vonden bij de proeven met
~ gistwatercultures. Hierbij gebeurde het ook vaak, dat de hoeveel-
heid gas, gevormd door een los-negatieve stam uit lactose na een
toevoeging van 0,20 %, soms grooter werd dan na een van 0,10 %
(me de tabellen 21 en 22 en de fxguren 8 en 9) We hebben toen ver-

.1} Zie hiervoor bladzl_]de 66
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TABEL 45 - Invloed van een groote citroenzuurtoevosging
of de gasvorming van colibacterién in kaas met een tekort aan citroenzuur
. Kaas Stam Type Toegevt;egd na het aftappen van de wei . iee??;; pH
41 i Gt 400 cm?® oplossing, waarin 2,i g
) ) citroenzuur, pH = 5,8 1-2 5,45
42 1 G1 400 ¢m®* water 1-2 545

“ondersteld dat de los-negatieve stammen bij groote citroenzuurgiften

niet al het zuur gebruiken om daarmee de suiker zonder gas te ver-
gisten, maar dat zij tenslotte ook het citroenzuur beginnen te ver-
gisten (zie verder bladzijde 48 en 49}. :
- Gezien de resultaten van al deze proeven, kunnen we aannemen,
dat het citroenzuur in kaas, geént met los-megatieve bacterién,
dezelfde invloed heeft als in vloeistofcultures van dezelfde bacterién
en dat onder onze omstandigheden de hoeveelheid citroenzuur onge-
veer juist voldoende is om in kaas de gasvorming door colibacterién
tegen te gaan,

Het vroeg—los in kaas, veroorzaakt door de los-positieve typen
werd, gezien het resultaat van enkele proeven, niet beinvloed door
een toevoeging van 400 cm® water. Bij de proeven beschreven in
hoofdstuk II1 § 2 en § 4 bleek, dat deze stammen in een citroenzuur
en lactose bevattend milieu tenslotte overgaan tot het vergisten van
citroenzuur, waardoor dan de totale gasproductie grooter wordt. In
kaas is echter de tijd dat ze werkzaam kunnen zijn beperkt, daar
de melkzuurbacterién door hun productie de pH doen dalen. Blijk-
baar werd er door de los-positieve stammen bij deze proeven dan
zoo weinig citroenzuur vergist, dat deze verlaging van de citroen-
zuurconcentratie geen merkbare invloed had op'de mate van vroeg-
los. Bij de proeven in lactosegistwater begon de invloed van citroen-
zuurtoevoegingen op de gasproductie pas merkbaar te worden na
24 uur {zie tabel 23, 24 en 25 en figuur 10) en tevens konden we
aantoonen, dat er na 164 uur nog geen citroenzuur was vergist {zie
tabel 37 en figuur 15). Toch mogen deze resultaten niet zonder eenige
beperking worden toegepast op de lactosevergisting in kaas. Evenals
bij de lebgistingsproef (zie bladzijde 22) verloopen de processen in
kaas veel sneller dan in lactosegistwater. Immers in vioeistofcultures
werden de verschillen tusschen de los-positieve en los-negatieve
bacterién pas duidelijk na meer dan 24 uur (zie tabel 11 en 14). Maar
in kaas zijn in minder dan 24 uur reeds de definitieve verschillen te
zien tusschen de los-positieve en los-negatieve stammen. Onder onze
omstandigheden zijn de los-positieve bacterién dan vaak ook al

5
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eenige tijd begonnen met de citroenzuurvergisting, voordat hun
werkzaamheden worden stopgezet door de melkzuurbacterién. Dit
blijkt uit het feit, dat soms deze bacterién wel reageerden op een
citroenzuurtoevoeging bij het kaasmaken. Eenige malen {7} hebben
we dergelijke proeven genomen en alhoewel bij iets meer dan de
helft van de proeven {4) er nog geen invloed van citroenzuurtoe-
voeging te zien was, konden we toch in de andere gevallen (3) een
duidelijk merkbare invloed waarnemen. Het citroenzuurgehalte van
de contrélekaas hebben we verlaagd door vrij veel water te gebrui-
ken bij het nawarmen. Overigens werden de proeven op dezelfde
-manier uitgevoerd als die over de invloed van citroenzuurtoevoeging
bij de los-negatieve stamno. I. Per 5 liter melk werd geént met 10 cm®
cultuur en per 2,5 liter gebruikten we 7 cm?® zuursel. Tabel 46 en de
figuren 30 en 31 laten de resultaten zien van twee proeven, waarbij
de bacterién positief reageerden, :

TABEL 46 - _ .
Invloed van citroenzuurivevoeging op de gasproductie in kaas van los-positieve stammen

Beoeor- | Foto

Proef | Kaas | Stam | Type | Tocgevoegd na het afltappen van de wei decling | mo

pH

1 19 | 11 | A1 | 400 cm® 0,18 % citroenzuuropl. | 4 15 | 5,35
20 .| 11 | A1 | 400 cm?® water . | 34| 16 [540

2 45 4 | T 1 | 400cm®opl, waarin 2,1 geitrocn-]
' o zuur. pH =58 - - | 45 21 | 515
46 -4 I 1 | 400 cm?® water . 4 22 | 5,15

De mogelijkheid, dat het effect te danken zou zijn aan toevallige
verschillen, wordt kleiner door het feit, dat in geen enkel van de
vier gevallen, waarbij citroenzuurtoevoeging geen invloed had, door
deze toevoeging een minder losse kaas ontstond. S
§7. EEN VERGELiJKiNG | - .

TUSSCHEN DE WERKING VAN EENIGE, ZUURSELS .

Bij de tot nu toe beschreven proeven hebben we gebruik gemaakt
van een zuursel, dat alleen bacterién bevatte van de soort Strepto- -
coccus cremoris. In de practijk gebruikt men echter vaak zuursels,
welke naast de melkzuurstreptococcen ook de citroenzuursplitsende
aromabacterién bevatten. Daar de citroenzuurontleding door aroma-
bacterién volgens vAx BEYNUM (1934) in zuur milieu zeer snel kan
verloopen; zouden Dbij een gebruik van een dergelijk zuursel de los-
negatieve stammen ‘misschien toch nog los kunnen veroorzaken,
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daar we zagen dat de hoeveelheid citroenzuur in kaas ongeveer
juist voldoende is om een gasvorming door deze stammen te ver-
hinderen. Daarom hebben we de werking van een zuursel, dat naast
melkzuurstreptococcen ook aromabacterién bevatte, vergeleken met
de werking van het door ons gebruikte zuursel. We hebben echter
eerst de activiteit van de aromabacterién in het eerstgenoemde
zuursel onderzocht met behulp van de kreatineproef. Aromabacte-
rién maken nl. in zuursels acetyl-methyl-carbinol en diacetyl en
reduceeren deze verbindingen later tot butyleenglycol. De tijd noo-
dig voor het reduceeren van die verbindingen is een maat voor de
_ activiteit van de aromabacterién in het zuursel. Met de kreatine-
proef kunnen we nu het ontstaan en verdwijnen van acetyl-methyl-
carbinol en diacetyl volgen, Bij aanwezigheid van deze stoffen ont-
staat er een rose kleur, wanneer we bij 2} cm? zuursel 1 ¢cm? van een
I % kreatineoplossing en 24 cm?® 40 9% NaOH voegen. Bij het door
ons onderzochte zuursel was de kreatineproef na 24 uur positief en
na 48 uur reeds negatief, waaruit we mochten besluiten, dat er in
dit zuursel zeer actieve aromabacterién voorkwamen.

We hebben eenige kazen gemaakt uit melk geént met 5 cm® cul-
tuur van stam 1 (C 1) per 2,5 liter en daarbij gebruik gemaakt van
dit zuursel met aromabacterién. Ook dan waren de colibacterién
niet in staat vroeg-los te vercorzaken, We kunnen de resultaten van
deze proeven verklaren met het door ons reeds meer genoemde feit,
dat de suikervergisting in kaas door colibacteri¢n in hoofdzaak
plaats heeft véér de melkzuurgisting. Het citroenzuurverbruik door
de colibacterién heeft reeds plaats gehad als de aromabacterién zich
voldoende ontwikkeld hebben om met de citroenzuurontleding te-
begmnen

In eenlge streken van Zu1d—HolIand gebruikt men bij de kaas-
bereiding, in plaats van de gekweekte zuursels, bij voorkeur spon-
taan zuur geworden melk. We hebben de werking van een drietal
van dergelijke zuursels, ontvangen van den rijkszuivelconsulent te
Gouda, vergeleken met de werking van het door ons gebruikte zuur-
sel. Bij de genomen proeven entten we de melk met 4 cm?® cultuur
van stam 11 (A 1) per 2,5 liter en we zorgden ervoor, dat alle porties
melk evenveel bacterién bevatten. Kazen, waarvan de bereiding
geschiedde met spontaan gezuurde melk, waren echter even los als
die waarbij we ons eigen zuursel gebruikten. Bovendien werd in
laatstgenoemde de melksuiker iets sneller door de bacterién tot
melkzuur omgezet dan in de andere kazen. Het zou echter toch
- mogelijk zijn dat spontaan zuur geworden melk in sommige gevallen
het vroeg-los in kaas kan tegengaan, want het bleek ons dat uit
onzindelijk gewonnen melk zuursels kunnen ontstaan met zeer vee;
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colibacterién per em3. Gedurende het zuren sterven de los-positieve
bacterién echter snel af. Alhoewel dergelijke zuursels, door hun ge-
halte aan colibacterién, het vroeg-los veroorzaakt door de andere
typen zouden kunnen tegengaan, is het gebruik ervan dan nog niet
aan te raden. Het is echter niet onmogelijk, dat er andere eigen-
schappen zijn waardoor in de practijk dit zuursel soms de Voorkeur
geniet boven het gekweekte zuursel.



HOOFDSTUR V

ORIENTEERENDE PROEVEN MET EENIGE MIDDELEN,
DIE KUNNEN DIENEN BIJ DE BESTRI]DING :
VAN HET VROEG-LOS .

§.l. OVER DE IN AANMERKING KOMENDE MIDDELEN |

© We zijn nu aan het tweede deel van ons onderzoek gekomen,
namelijk de bestrijding van het vroeg-los. Is de te verkazen melk
besmet. met los-positieve bacterién, dan kan men verschillende
middelen gebruiken om het ontstaan van het-gebrek tegen te gaan.
Vaak wijzigt men de methode van kaasmaken eenigszins, waardoor
de omstandigheden voor het ontstaan van vroeg-los ongunstiger
worden. We deriken hier o.a, aan het gebruik van meer zuursel en
aan het vlug in de pekel brengen van de kaas. In de warmere jaar-
getijden is het echter niet altijd mogelijk om met behulp van deze
middelen het vroeg-los te vermijden. We hebben reeds gezien, dat
een kleine vermeerdering van de hoeveelheid zuursel weinig of geen
invloed heeft. Door het gebruik van zeér veel zuursel kan men het
vroeg-los dan wel tegengaan, maar dan krijgt men kazen met een
te lage pH, waarvan het zuivel ongewenschte eigenschappen heeft.
.. Ter bestrijding van vroeg-los gebruikt men in de practijk reeds
zeer lang kaliumnitraat, welke stof dan meestal bij het stremmen
aan de melk wordt toegevoegd. Met behulp van eenige proeven met
kaas hebben HUTTIG (1933), alsmede HAGLUND, SANDBERG en
BARTHEL (1933) aangetoond, dat het mogelijk is met deze stof het
vroeg-los te bestrijden. Ze vonden echter ook, dat er nadeelen aan
~ het gebruik van nitraat waren verbonden (0.a. een verhoogde pH
van de kaas). Daarom hebben we allereerst nitraat in ons-onderzoek
betrokken. Verder heeft WojTKiewicz (1933) voorgesteld om in
plaats van nitraat nitriet te nemen. Om deéze redén hebben we ook
de invloed van nitriet bestudeerd. Bij eenige proeven heeft Hirric
(1933} KClO, en K,8,0; gebruikt, waarblj bleek dat de eerste stof
ook invloed nitoefende op de gasvorming der los-positieve bacterién,
maar dat K,$,0, hiertoe niet in staat was. Ook deze beide stoffen
werden in dit onderzoek betrokken. Tenslotte werd ook nog de in-
vloed van KBrO, nagegaan. Ter oriénteering is allereerst met behulp
van lebgistingsproeven bepaald, welke stoffen in aanmerking kwa-
men voor eén uitgebreider onderzoek. De uitvoering van de leb-
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gistingsproef was hetzelfde als die in de vorige hoofdstukken be-
schreven. Na de melk geént te hebben met een bruikbare cultuur
voegden we bepaalde hoeveelheden van de hierboven genoemde
stoffen toe en vergeleken we het tijdstip van beginnen en de grootte
van de gasvorming met die in buizen zonder eenige toevoeging. We
moesten echter wel aandacht besteden aan het feit, dat de omistan-
digheden bij deze lebgistingsproeven anders waren dan die in kaas.
Bij de eerste hebben de bacterién overvloed van tijd en suiker om
gas te vormen en in kaas hebben de bacterién maar korte tijd ge-
legenheid om suiker te vergisten. Het was dus reeds veldoende als
~ ons bij de lebgistingsproeven bleek, dat een bepaalde stof het begin
van de door de bacterién veroorzaakte gasvorming uit lactose eenige
tijd kon uitstellen. Dit uitstel kan namelijk in kaas al voldoende zijn
om het vroeg-los tegen te gaan, wanneer wij er maar in kunnen
slagen dit begin uit stellen tot het oogenblik waarop de gasvorming,
door de werking van de melkzuurbactenen, toch al niet meer kan -
 beginnen.

Voegden we KNO en KNO2 toe bij de lebglstmgsproeven dan
zagen we, dat bij hoeveelheden van 5-50 g per 100 liter melk het
begin van de gasvorming eenige tijd werd uitgesteld. Voegden we
meer toe, bijvoorbeeld 100 g, dan ontstond er in het geheel geen gas
meer. Een toevoeging van .5 g KCIO, per 100 liter melk was reeds
voldoende om de gasvorming geheel stop te zetten. Toevoegingen
van KBrO; en K,8,0, hadden echter geen invloed op de gasvorming
van los-positieve bacterién. De werkingen van KNO,, KNO, en
'KClO; waren dus een nadere bestudeering waard. In dit hoofdstuk
wordt nagegaan op welke wijze deze stoffen invloed uitoefenen op
de gasvorming. In hoofdstuk VI worden dan proeven met kaas be-
schreven, waarmee we hebben bepaald Welk middel voor de practl_]k
het meest aan te raden is.

§2 OVER DE IN.DE VOLGENDE PARAGRAAF
- TE GEBRUIKEN BEPALINGSMETHODEN o

Hier volgt een beschnj ving van eemge methoden Welke we noodig
hadden bij de bestudeering van de werking van KNO, en KNO,.

Allereerst moesten we de beschikking hebben over een methode om
nitraat kwantitatief te bepalen naast nitriet in weicultures. Hierbij
konden we niet gebruik maken van de reactie met diphenylamine,-
daar deze reactie te gevoelig is en we dan genoodzaakt waren telkens
‘onze cultures met groote hoeveelheden water te verdunnen, hetgeen -
‘de betrouwbaarheid van de bepalingen niet ten goede kwam. Verder
was het zeer lastig een volkomen kleurloos diphenylaminereagens té
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maken. Ock de kleurreactie met brucine was voor onze doeleinden
onbruikbaar, daar er in de weicultures, door het bij deze bepaling
te gebruiken sterke zwavelzuur, reeds een gele kleur ontstond zonder
de aanwezigheid van nitraat. Tenslotte hebben we dan in weicul-
. tures nitraat kunnen bepalen met behulp van een door BLoM en
TREScHOW (1020} aangegeven methode. Hierbijj lieten we het nitraat
in een omgeving van zwavelzuur nitreerend werken op xylenol,
welke verbinding gemakkelijk nitreerbaar is in de ortho- en para-
plaats. Door gebruik te maken van 2—4 of 3—4 xylenol ontstaat bij
de nitreering alleen maar o-nitroxylenol. Deze verbinding is vluchtig
en kon door destillatie verwijderd worden nit het zsavelzure milieu.
Decor het vluchtige nitroxylenol op te vangen in een NaOH-oplossing
ontstond een sterk gekleurde gele oplossing van het alkalizout van
nitroxylenol. Er bestaat nu een rechtlijnig verband tusschen de met
behulp van een photometer te bepalen extinctiecoéfficiént en de
hoeveelheid nitroxylenol. Daar er ook een dergelijk verband bestaat
tusschen de hoeveelheid nitroxylenol en nitraat, konden we op deze
manier het nitraat kwantitatief bepalen. Niet al het nitraat gaat
over in o-nitroxylenol, maar wel telkens een bepaald gedeelte, waar-
van ALTEN en WEILAND {1g33) aangeven dat het bij gebruik van.
verschillende xylenolpreparaten kan varieeren van 63-83 %. We
moesten dus steeds gebruik maken van hetzelfde xylenolpreparaat.
Met behulp van waterige oplossingen van KNO, van bekende sterkte
hebben we eerst op de hier volgende manier een ijklijn gemaakt.

In een kolf van 500 cm?® brachten we achtereenvolgens

Te 10 cm?® van een KNQyoplossing, waarin zich een hoeveelheid
KNO, bevond van 107, 4,107, 7,10 “of 10,10%g, . . '

2¢ 50 cm?® 48 9, H SO, waardoor de zwavelzuurconcentrane
65 % werd hetgeen de beste concentratle is volgens BroM en TRE-
'SCHOW (1929),

3¢ 0,1 cm? xylenoloplossing, Welke oplossmg was gemaakt naar
een voorschrift van TeEMME 1), waarbij we door 10 g 2—4 xylenol op
te lossen in 100 cm3 50 % alcohol een heldere, zeer lang houdbare
oplossing kregen. Vergeleken met de grootste hoeveelheid KNO,
was er zoodoende toch nog een 10-voudige overmaat xylenol aan-
wezig. De kolf werd dan goed gesloten met een gummi stop en ge-
durende 1-1} uur bij 30 °C geplaatst. Na het nitreeren voegden we
150 cm?® water en een paar stukjes puimsteen toe en destilleerden
‘het ontstane vluchtige o-nitroxylenol over. Het destillaat vingen
we op in een maatkolfje, waarin zich reeds 25 cm® 0,2 N NaOH-
oplossing bevond. Het nitroxylenol ging reeds spoedig over en na

1) Proefschrift. Wageningen 1946.
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het overdestilleeren vulden we het maatkolfje verder tot de streep.
Daar ALTEN, WANDROWSKY en HILLE {1936) aangaven, dat de
kleurintensiteit van de alkalische nitroxylenoloplossing na $ uur
" maximaal was en dit dan gedurende 5 uur bleef, hebben we in dit
tijdsbestek de extinctie bepaald met behulp van de photometer van
PuLrFricH, waarbij we gebruik maakten van een cuvet van 3 cm en
het filter 8 47. De verkregen resultaten worden weergegeven door
lijn I van figuur 32. We zien dat er inderdaad een rechtlijnig verband
bestaat tusschen de gemeten extinctie en de hoeveelheid nitraat.
Eyvenals DE BoER (1940} vonden we hier een fout van 1-2 %.

Bij de bepaling van nitraat in weicultures deden zich echter door
de aanwezigheid van organische stoffen moeilijkheden voor. BroM
en I'RESCHOW (192¢) gaven aan, dat organische stoffen door oxydatie
met KMnQ, vooraf moesten worden verwijderd. Daarentegen be-
weerden TRESCHOW en GABRIELSEN (1933), dat er door deze oxyda-
tie nitraat ontstaat uit sommige organische stoffen. Volgens hen
is nitroxylenol niet bestendig naast organische stoffen, maar door
‘het nemen van een kortere nitreeringstijd kunnen de storende in-
vloeden van de organische stoifen worden vermeden. Tenslotte
gaven ALTEN, War¥DROSwKY en HILLE (1936} aan, dat de organische
stoffen toch storen, niet door een reductie van het nitroxylenol te
veroorzakén, maar door het vasthouden van deze stof bij het destil-
leeren. _ _

In verband met de gevoeligheid van de methode en de hoeveel-
heid KNO; die we bij de proeven wilden gebruiken, konden we vol-
Staan met het nitraat te bepalen in 2 cm?® weicultuur. Ter oriéntee-

-ring vervingen we eenige malen de 1o cm® KNOg-oplossing door
2 cm® van een 24 uur oude weicultuur van stam 11 (A 1) en 8 cm?
KNO3?-oplossing, zoodat we dan eigenlijk eenige bepalingen  uit-
voerden in 2 cm?® weicultuur, We vonden dan echter te lage extinctie-
waarden, maar het bleek ook dat nadr verhouding de extinctie-
waarden alle evenveel kleiner waren geworden, hetgeen blijkt uit
het verloop van lijn IIT van figuur 32. We konden ook aantoonen
dat de stoffen, die de aérogenesbacterién uit lactose maken, alsmede
lactose en citroenzuur, niet storend werkten bij deze nitraatbepaling.
Vervolgens hebben we op dezelfde manier bepalingen uitgevoerd in
2 cm® weicultuur, nadat we deze op de volgende manier geklaard
hadden. Aan 50 cm?® weicultuur voegden we 5cem® K,Fe(CN)g-
oplossing toe en daarna 5 cm?® zinkacetaatoplossing. ) Na omschud-
den filtreerden we met behulp van een vouwfilter van SCHLEICHER
en SCHULL 10 5724. Het bijna heldere filtraat schudden we dan nag

1) Zic voor de samenstelling van deze oplossingen bladzijde 37, < ;
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met 1,5 g kaolien, waarna we weer filtreerden met behulp van een-
zelfde filter. Zoodoende kregen we een volkomen helder filtraat.
Bij de contrblebepalingen in 2 cm® van deze geklaarde wejcultuur
vonden we weer te lage extinctiewaarden, waarbij echter ook weer
bleek dat zij naar verhouding alle evenveel kleiner waren geworden,
hetgeen te zien is uit het verloop van lijn IT van figuur 32. Tevens
bleek ons echter, dat we bij de bepalingen in geklaarde weicultures
" van andere stammen en in geklaarde steriele wei dezelfde extinctie-
waarden vonden. Daarom hebben we lijn IT gebruikt als ijklijn bij
onze nitraatbepalingen in weicultures, welke dan voor de bepalingen
eerst op de aangegeven manier werden geklaard

Een andere moelh]kheld waarover in de litteratuur nooit ge-
sproken wordt, is de aanwezigheid van KNO,. Kaliumnitriet geeft
echter ook voor een gedeelte o-nitroxylenol. Het KNO, is verwijderd
door aan de 2 cm?® geklaarde weicultuur eerst 8 cm® ¥ % H,80, en
een mespuntje ureum toe te voegen en na aansluiting aan een terug-
vlceikoeler gedurende 15 minuten te koken. H1erdoor verdween het
nitriet volgens de vergelijking:

CO(NH,), - 2HNO, — CO, + 3H20 4 2N, %,

Het ureum hinderde niet bij de bepalmg en gedurende deze be-
handeling verdween er geen nitraat. -

Hier volgt in het kort de door ons gebrulkte bepaling. De wei-
cultuur, waarin we het nitraat wilden bepalen, klaarden we op de
‘hierboven aangegeven manier. Van het heldere filtraat brachten we
2 cm?® over in een kolf van 500 cm?® Vervolgens voegden we 8 cm?®
 } % H,30, en een mespuntje ureum toe en kookten we na aanslui-
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ting aan een terugvloeikoeler, gedurende 15 minuten. Na afkoeling
voegden we dan 50 cm® 78 % H,80, en 0,I cm® xylenoloplossing
toe. Daarna volgden we verder de methode aangegeven bij de be-
palingen in waterige KNOj-oplossingen. Met behulp van lijn IT van
figuur 3z konden we uit de gevonden extinctie bepalen hoeveel
KNO, er in deze 2 cm?® geklaarde wei aanwezig was. Door deze uit-
komst te vermenigvuldigen met 1,18 vonden we de hoeveelheid
KNO, aanwezig in 2 cm?® weicultuur. Dit laatste hangt samen met
de door het klaren veroorzaakte verdunning. Door de toevoegingen
brachten we nl. het volume van 50 ¢cm® op 60 cm® en we f11treerden
een neerslag af dat een volume had van 1 cm?,
- De gebruikte KNOy-bepaling was de methode van URBACH (1932)
Hierbij .reageerden we op nitriet met het op de volgende manier te
maken - naphtolreagens: 2 g 1—4 naphtionzure natrium en 1g
p-naphtol werden met 200 cm® water krachtig geschud, waarna het
filtraat, dat bewaard in een donkere flesch zeer lang bruikbaar bleef,
‘kon worden gebruikt. Voor de bepaling namen we 10 cm3 KNO,-
oplossing, bevattende een hoeveelheid KNO, gelegen tusschen
2,70°% en 20,107 mg. Hieraan voegden we } cm?® naphtolreagens en
1-2 druppels geconcentreerd zoutzuur toe en vervolgens, na om-
schudden, } cm?® 25 % ammonia. Als de vleceistof dan weer werd
dooreengeschud ontstond er een roode kleur, waarvan bij bewaring
in het donker de kleurintensiteit gedurende 48 uur onveranderd
bleef. Met behulp van de photometer van PuLFrICH bepaalden we
de extinctiecoéfficiént, waarbij we dan gebruik maakten van een
cuvet van 2 cm en het filter S 50. De waterige oplossingen met be-
kende hoeveelheden KNO,, noodig voor het maken van de ijklijn,
verkregen we door verdunningen te maken van een meer geconcen-
trecrde oplossing, waarvan we de sterkte bepaalden met behulp van
een titratie met KMnO,. Ook hier gold weer de wet van BEER, d.w.z.
er was weer een rechth]mg verband tusschen de extmctlecoefflment
en de hoeveelheid KNO,, - 7
Voor de nitriethepaling in cultures moesten we eerst de cultuur-
vloeistoffen weer klaren. Daar het klaringsmiddel, gebruikt bij de
nitraatbepaling hier onbruikbaar was (het heldere filtraat verkregen
na het klaren werd nl. troebel bij de ammoniaktoevoeging), hebben -
we een methode gebruikt aangegeven door TILLMANS (1932). Aan
50 cm?® cultunrvloeistof voegden we 1 cm? soda-natronloog toe (100 g
gekristalliseerde soda en 50 g NaOH opgelost in 300 ¢cm?® water) en
een paar druppels van een 10 %, zinkacetaatoplossing. Na filtréeren
kregen we dan een heldere vioeistof, welke geen moeilijkheden meer.
opleverde bij de nitrietbepaling In verband met de grootte van de
nitriethoeveelheden, welke bij onze proeven voorkwamen: in de
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vloeistofcultures, moest de geklaarde cultuurvioeistof altijd nog
verdund worden met water, waardoor de zwak gele kleur die soms
overbleef na het klaren van weicultures of gistwatercultures geen
invloed meer uitoefende. Tengevolge van het klaren moesten de
uitkomsten met 2 %, verhoogd worden. Verder moesten we er altijd
voor zorgen, dat de geklaarde cultuurvlceistof in voldoende mate
verdund werd. Bevond zich in de 1o cm?, die we bij de bepaling
gebruikten, teveel KNOQ, dan ontstond er een andere, minder inten-
sieve roode kleur, waardoor dus te lage uitkomsten zouden worden
verkregen. Bekende hoeveelheden KNO, toegevoegd aan cultuur-
vloeistoffen, konden we altijd met deze methode terugvinden.-

Voor het aantoonen van zeer kleine hoeveetheden hydroxylamine
-gebruikten we een door BroMm (1928, I; 1928, II} beschreven me-
thode. In de te onderzoeken cultuurvioeistof mocht dan echter geen
nitriet meer aanwezig zijn. Het hydroxylamine werd in azijnzure
vloeistof - door jodiumi tot nitriet geoxydeerd, welke stof we dan
konden aantoenen met behulp van sulfanylzuur en a-naphtylamine
Met deze zeer gevoelige reactie konden we dus ook zeer kleine hoe-
veelheden hydroxylamine aa.ntoouen We gebruikten de volgende
reagentm. :

I, Sulfanylzuuroplossmg 10,5 g sulfanylzuur, 6 3 g natriumace:
taat en 300 g ijsazijn werden gedurende 3 minuten gekookt met
600 cm?® water. -

2. a-Naphtylamineoplossing. We verhitten iets meer dan 1 liter
water tot koken, voegden dan 5 g a-naphtylamine toe en zetten het
koken gedurende 5 minuten voort. Na filtratie namen we iets minder
dan 1000 cm?® van het filtraat, waarvan we het volume, na toevoe-
ging van 5cm?® geconcentreerd zoutzuur, tot 1000 cm?® aanvulden.

3. Jodiumoplossing, 1,3 g jodium in 100 em?® ijsazijn.
4 Thiosulfaatoplossing. 2,5 g Na,S,0;. 5H,0 in 100 cm? water.

B1owm gebruikte deze methode niet altijd op precies dezelfde wijze,
maar wij hebben haar als volgt toegepast: Aan 100 cm® van de
hydroxylamine bevattende cultuurvloeistof voegden we 10 cm® van
de sulfanylzuuroplossing en 1 cm? jodiumoplossing toe. Twee minu-
ten later namen we met behulp van de thiosulfaatoplossing de over-
maat jodium weg. Dan voegden we 5 cm® van de e-naphtylamine-
oplossing toe. Bij aanwezigheid van hydroxylamme ontstond erdan
een roode kleur.

Browu gaf aan dat hij nog hoeveelheden van 0,000 ,003 ghydroxyl—
amine per liter kon aantoonen. Wij konden met deze methode echter

-0,000,005 g NH,OH per liter nog niet aantoonen. Bij aanwezigheid
van 0,000,010 g NH,OH per liter ontstond er echter een duidelijk
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waarneembare rose kleur. Uit de gang van zaken blijkt wel, waarom
er geen nitriet meer aanwezig mag zijn. Sporen nitriet kunnen echter
verwijderd worden door de oplossing na de toevoeging van de sulfa-
nylzuuroplossing even te koken. Hierdoor verdwijnt de diazover-
binding, welke zich gevormd heeft tusschen het nitriet en het sulfa-
nylzuur

) §3.. NITRAATREDUCTIE
DOOR BACTERIEN VAN DE COLI-AEKROGENESGROEP

Alvorens de invloed van nitraat- en nitriettoevoegingen op de
gasvorming te bestudeeren, hebben we eerst nagegaan wat er met
het toegevoegde nitraat en nitriet gebeurde

Stopfleschjes van 6o cm3, voorzien van 1/,,cm® van een eemge
uren oude bouilloncultuur van de te onderzoeken stam en een be-
paalde hoeveelheid KNQ,, werden gevuld met wei en weggezet bij
30 °C. We volgden het reductieproces door af en toe de hoeveelheid
KNO,, KNO, en lactose te bepalen op de manier beschreven in de
vorige paragraaf. Tabel 47 laat eenige resultaten zien,

TABEL 47 Nitraatreductiz door coli-aérogenesbacterién
Stam Tijd KN‘?)ﬂ:t:n :,’1 01 KN%T::;ZIII%D 1 Lactoseverbruik
11 (A1) | na Ouue |- 120 . 0,0 0,009
» 123, 23,0 en 24,2 54,0 en 55,0 0,089
o 19% 4, 00 en 00 74,0 en 74,0 © 0,169,
T, 36 - . 26,3 en 26,3 0,279,
5 48 - : 0,0-en 0,0 -
» 60, = i - " 0,31%
4 (@1 | na'0uur 60 0,0 . 0,009,
. s 124 4, - 0,0 en 0,0 42,0 en 43,0 0,129
Y 193, - 18,9 en 18,7 0,19%
» 36, - 0,0 en- 0,0 0319%

De verkregen gegevens worden bovendien nog weergegeven door
de figuren 33 en 34. We zien dat het nitraat snel gereduceerd werd
tot nitriet. GREEN, STICKLAND en TARR (1934) noemden het enzym
dat bij de reductie betrokken was nitratase. Van deze reactie geeft
KLUYVER (1942) de folgende voorstelling:

_ —0OH _-OH /OH
N=0 +2H-»> N= 0 -~ N= 0. +H20
=0 ~.._‘\‘*~OH

H-
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Terugkeerende naar de resultaten van de beide proeven, blijkt dat
ook het nitriet snel verdween. Daar het milieu zwak zuur was zou
het mogelijk zijn, dat het salpeterigzuur -op chemische wijze ver-
‘dween, vooral daar de temperatuur nogal hoog. was en er in het
milieu veel — N = Hy-groepen voorkwamen. We bepaalden daar-
om in hoeverre en hoe snel nitriet chemisch kon verdwijnen onder
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dergelijke omstandigheden. Stopfleschjes werden gevuld met aan-
gezuurd gistwater waaraan bepaalde hoeveelheden nitriet waren
toegevoegd. De fleschjes werden bij verschillende temperaturen
weggezet en van tijd tot tijd bepaalden we de hoeveelheden nitriet

- die nog aanwezig waren. Wat toluol werd toegevoegd om de inhoud
van de fleschjes steriel te houden De resultaten worden weergegeven
door tabel 48

TABEL 48 . Verdzqiinm van HNOy in zure, sterisle cultunrvloeisioffen

) Aanwezig KNOy in g/100 1 bij cen
. Duur temperatuur van 36 °C. | . temperatuur van 20 °C

.. pH55 pH5,2 pH 4,7 pH 5,5 | pH5,2 | pH 4,7
na Ouur | 23,7 | 245 22,5 23,7 245 | 22,5
0 20, 23,0 ©22.7 19,7 23,0 23,0 . 21,0
w43, 12l 21,6 - 22,0 22,2 -
19 70 3 | - . i - - 19,4 - - 20’1
992 ,, | 209 :| 204 .= 21,6 21,6 -

We zien dat er op deze manier niet veel I'{NOg kon verdwijnen,
alhoewel een lage pH en een hooge temperatuur het bevorderden,
Bij onze proeven was de pH gedurende het proces gelegen boven 5,2,
zoodat we de bacterién voor de verdere omzetting van het nitriet
verantwoordelijk moesten stellen. Gebruik makende van het feit
dat de bacterién van de coli-aérogenesgroep nitraat konden ge-
bruiken als eenige stikstofbron, was het ons mogelijk te bepalen
waar de nitraatstikstof bleef. We lieten dan de bacterién groeien in
. een cultuurvloeistof welke geen andere stikstof bevatte dan die van
nitraat. We gebruikten hiervoor de volgende oplossmg

1000 " cm? water
0,2 g  MgSO,
1,0 g NaCl.
20 g lactose
6,8 g KH,PO,
14,85 g Nay,HPO,.2H,0

Aan deze cultuurvloeistof voegden we het nitraat later toe in de
vorm van een steriele KNO;-oplossing (1,6 g KNO, per 50 ¢cm?). De
phosphaatbuffer, welke de vloeistof een pH gaf van 6,9, werd toe-
gevoegd om te zorgen voor een flinke suikeromzetting, waardoor er
ook veel nitraat kon worden verwerkt. Voor de proeven gebruikten
we steriele stopflesschen van 320 cm?®, welke we, na ze voorzien te



hebben van I ¢cm? van een eenige uren oude bouilloncultuur van de
te onderzoeken stam en een bepaald aantal cm?® (4~10) van de ste-
riele KNO,-oplossing, vulden met de gencernde cultuurvloeistof. De
flesschen werden bij 30 °C geplaatst en wanneer dan al het nitraat
en het daaruit gevormde nitriet verdwenen was, gingen we na waar
de stikstof gebleven was. We voegden zooveel nitraat toe; dat het
binnen de 30 uur verwerkt kon worden, waardoor er nog geen noe-
menswaardige autolyse van het gevormde bacterie-eiwit kon hebben
plaats gehad. Daar oriénteerende waarnemingen ons lieten zien, dat
de nitraatstikstof practisch geheel terug te vinden was in het bacte-
rie-eiwit en in de gevormde ammoniak, hebben we verder alleen de
eiwit- en ammoniakstikstof bepaald.

Bij de bepaling vande eiwitstikstof voegden we aan 150 cm? van
de krachtig dooreengeschudde cultuur 10 cm3 van een 10 % Ca(OH),-
suspensie en daarna 10 cm® 2o 9% CuSO,-oplossing toe. Het ge-

- vormde neerslag werd afgefiltreerd met behulp van een vouwfilter
van SCHLEICHER en ScEULL no 572% en uitgewasschen met water
tot de doorloopende waschvloeistof geen reactie meer gaf met BaCl,.
Met de methode van KJeLbAHL-L,AURO bepaalden we dan de hoe-
veelheid eiwitstikstof. De uitkomsten werden herleid op 100 cm?®
cultuur. Bij de ammoniakbepaling gingen we uit van het filtraat,
overgebleven bij de eiwitbepaling: Na het volume hiervan gemeten

~ te hebben, brachten we de vloeistof over in een bekerglas en be-
paalden we de ammoniakstikstof volgens BAYER (1g903). Daartoe
werd met water het volume aangevuld tot 250 cm®. Dan voegden
~we toe 15-20 cm?® 10 % MgCl,-oplossing, een paar druppels phenol-
phtaleine en 5 g poedervormig secundair-natriumphosphaat. Ver-.
volgens werd in de vloeistof geroerd tot het phosphaat was opgelost,

Al roerende voegden we daama zooveel N.NaOH toe tot de oplossing
blijvend lichtrose gekleurd werd. Er ontstond nu-een vlokkig neer-
slag van MgNH,PO,, dat na een kwartier staan overging in een
kristallijn neerslag, dat geen vreemde bestanddeelen in zich opsloot
en zich met behulp van een vouwfilter gemakkelijk liet affiltreeren.
Neerslag en filter werden in een destillatickolf gebracht en na toe-
voeging van voldoende hoeveelheden MgO, pmmsteen en. water

‘werd de ammoniak overgedestilleerd, opgevangen in een bepaalde
hoeveelheid 0,05 N zwavelzuur en bepaald door terugtitratie met
0,05 N loog. Bij deze methode hadden we geen last van aminozuur-
en aminestikstof.

Om de betrouwbaarheid te contréleeren, voegden we b1] een
blanco proef aan 100 cm? filtraat, verkregen na klaring, 5,0 en 2,0 mg

, ammomakst:kstof toe. B1] de bepalmgen vonden we 4,97 en 1,98 mg
terug. :



84

" Tenslotte herleidden we de verkregen uitkomst op 100 cm? cul-
tuurvloeistof met behulp van de betrekking:

-'mg NH; - N per 100 cm?® = %3 . 1—\770 mg gevonden NH; — N’

waarin V aangaf het volume in cm?® van de hoeveelheid filtraat
waarin we de bepaling uitvoerden. . :
Op deze manier vonden we de gegevens van tabel 49.

TABEL 49 Omzeliing van nitraatsitksiof
door bacierién van de coli-adrogenesgroep. Getallen geven mg ann per 100 crm®
Toen ’ Terug gevonden .
P:{?c:=r Stam | Type 8;;&53; N[ menN | NG viﬁ?fe’:m 133.':]:::
1 11 Al 14 14,20 8,95 - 5,25 - 24 yur
2 1t Al 10 - 10,17 10,10 0,07 - 21, -
11 Al | 14 13,88 10,10 3,78 - 26 ,
3 9 a 10 9,51 7,59 | 1,92 762,6 26 ,,
39 Cl ‘14 13,05 7,56 5,49 772,6 27",
4 4 11 10 10,48 8,64 1,84 - 21,
4 111 14 15,09 | 8,55 6,35¢ - 24
5 4 I 10 - 9,78 8,33 1,54 - 24,
: 4 111 14 .| 14,10 .8,51 | 5,59 - L2,
6 il Al 10 . 9,63 7,03 2,60 587,4 23 ,,
11 Al 14 13,44 9,22 4,22 759,0 25 .
7 21 I1 10 9,73 7,89 1,84 755,7 24,
: 21 [11 14 13,84 7,86 . 5,98 7986 | 29 ,,
8 | 37 |12 14 13,27 | 7,63 564 | 7955 | 28 ,,
9 2 Cl1 10 ~ 10,09 5,73 4,36 S 28 ,
10| 22 €l | 57| 562 | 489 0,73 2930 | 22 ,,

Het blijkt, dat practisch alle stikstof, die niet verwerkt werd tot
eiwit, als NHg-stikstof terug te vinden was. Wanneer we de hoeveel-
heid eiwit — N en NH;—N, gevormd uit 1o mg NO, — N, vergelijken
met de hoeveelheden die waren ontstaan uit 14 mg NO,-N, dan
zien we dat in-een dergelijke cultuurvloeistof eerst bijna alleen eiwit
gemaakt werd en dat daarna als er een bepaalde hoeveetheid eiwit
was geproduceerd de rest van de nitraatstikstof werd verwerkt tot
ammoniak, De laatste 4 mg bij een toevoeging van 14 mg NO;- N
kwamen dan in hun geheel bij de ammoniak terecht. Verder zien
we ook, dat in een vloeistof met 14 mg NO,~N evenveel suiker
werd omgezet als in een cultuur met maar 10 mg NOy—N. Alleen
in het geval van proef 6 werd er bij aanwezigheid van 14 mg toe-
gevoegde stikstof meer suiker omgezet dan bij een toevoeging van
r0.mg. Maar hier blijkt dan ook, dat er in het geval van de 14 mg
meer eiwit was gevormd. Colibacterién konden in deze vloeistof door
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hun grootere zuurproductie minder suiker omzetten, hetgeen blijkt
uit het suikerverbruik bij proef 1o, en begonnen reeds eerder de
nitraatstikstof te verwerken tot ammoniak, :

We stellen ons nu voor, dat het nitriet eerst wordt gereduceerd tot
hydroxylamme op de volgende door KLUYVER (1942) aangegeven
wijze:

. _OH __0H  _=0
N=o0 +2H->N—OH~>N— H+HO
"-'-.._._.H

(dioxyammoniak) (nitroxyl}

N—H-+2H-+-N—-H

(hydroxylamine)

Het hydroxylamine hebben we kunnen aantoonen hetgeen be-
schreven wordt op bladzijde 86 e.v. Hydroxylamine reageert reeds
in uiterst verdunde concentraties zeer snel met aldehyden en keto-
nen. Wij stellen ons voor, dat bij onze proeven het hydroxylamine
reageerde met de ketozuren die ontstonden bij de lactoseomzetting,
waardoor oximinoverbindingen gevormd werden. Zoodoende kon
het giftige hydroxylamine zich niet ophoopen. Evenals BLom (1928,
I1) stellen we ons voor, dat deze oximinozuren verder werden ge-
reduceerd tot aminozuren, welke dan werden gebruikt bij de opbouw
van bacterie-eiwit. De assimilatie van de hydroxylammeshkstof
verliep dan Volgens de vergelijkingen:

COOH  COOH. |
I NHOH 4+ C=0 .—>-C|=N—‘OH+I-I20
II{ ' Ill (oximinozuur) ’
COOH " COOH
II c':= N —OH —]—4H—>-H-—(1,—'NH2 + H,0
];. o Il{ (aminozuur)

Zoodra er in deze vloeistof geen suiker meer werd omgezet, warener .
ook geen ketozuren meer voorhanden waarmee het hydroxylamine
zich kon verbinden. Het komt ons waarschijnlijk voor dat de hy-
droxylamine dan verder wordt gereduceerd tot ammoniak. Dit zou ook
al voor een deel plaats kunnen hebben gedurende de opbouw van eiwit
door de vermeerdering der bacterién, maar de gegevens van tabel 49

-maken dit niet waarschijnlijk. De hoeveelheid suiker die werd om-

6
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gezet bepaalde de hoeveelheid eiwit die'kan worden opgebouwd en
na de eiwitsynthese werd het hydroxylamine, dat geen gelegenheid
had gevonden te reageeren met een ketozuur, verder gereduceerd
tot NH,OH. Het totale proces kan dus als volgt worden weergegeven

KNO,4 _ - CyeHpOny
+ o
Klfoz"._ ~ COOH
' I
NH,OH - (I': =0
R
COOH COOH
C NOH — CHNH2—> bacterie-eiwit
| .
NH4OH R o R

Brom (1928, 11) toonde met behulp van een door hem uitgewerkte
methode, die we in de vorige paragraaf beschreven hebben, aan, dat
hydroxylamine ontstaat bij de assimilatie van nitraatstikstof. Hij
gebruikte echter geen reincultures, maar entte de vloeistof met
grond, Verder toonde hij niet aan, dat het hydroxylamine niet ont-
staat bjj de assimilatie van ammoniakstikstof en van organisch ge-
bonden stikstof. Met behulp van zijn methode hebben we ook bij
onze proeven het ontstaan van hydroxylamine kunnen aantoonen,
maar ook dat bij de assimilatie van ammoniakstikstof en van de
stikstof zich bevindende in gistwater geen hydroxylamine ontstond.
We lieten daartoe de bacterién groeien in de reeds bij de assimilatie
proeven beschreven cultuurvloeistof. Alleen gebruikten we hier
stopflesschen van 1200 cmm®. Bjj de proeven met nitraat voorzagen
we elke flesch eerst met 5 cm® van een eenige uren oude bouillon-
cultuur van een bepaalde stam en met 10 cm? steriele KNO,-oplos-
" sing (6 g XKNO; per 50 cm®), waarna we de flesch vulden met de
genoemde cultuurvloeistof. In de vorige proeven bleek, dat het
hydroxylamine snel verder werd verwerkt. Daarom hebben we aan
de flesch nog 1 cm?® aceton toegevoegd. Gedurende het proces ver-
bond een deel van het hydroxylamme zich met de aceton tot acet-
oxim volgens:

_ ?Ha o : CH, ,
| - .
(|3 =0 —I_—NI-IQOHa_(IZ:-j-N'——OH + H,O
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Als er geen nitraat en nitriet meer was aan te toonen, neutrali-
seerden we 500 cm® van de cultuur met NaOH en destilleerden we
100 cm®over. Het acetoximis viuchtig bij neutrale reactie. et destil-
laat vingen we op in 10 cm?® van het sulfanylzuurreagens, waarvan
de samenstelling beschreven werd in § 2. De aldus verkregen 110 cm?
acetoximoplossing werd gedurende 5 minuten zacht gekookt. Hierbij
trad hydrolyse op, het aceton vervluchtigde en het vrijgekomen
hydroxylamine bleef achter in de oplossing. Na afkoeling voegden
we aan deze 170 cm® 1 cm?® van de jodiumoplossing toe. Twee minu-
ten later namen we met de thiosulfaat-oplossing de overmaat jodium
weg en werd 5 cm?® van de oplossing van e-naphtylamine toegevoegd.

We hebben deze proeven eenige malen uitgevoerd met bacterién
van stam 11 (A 1) en stam 4 (I 1). In allé gevallen konden we in de
verkregen 110 cm® hydroxylamine aantoonen. Er ontstond een
donkerroode kleur en naar schatting was er telkens in deze 110 cm?
0,05—2 mg hydroxylamine aanwezig. Werd de oxydatie met jodium
weggelaten, dan was de proef negatiei. Gedurende de nitraat en
nitrietverwerking, welke bij 30 °C meestal binnen de 36 uur ge-
eindigd was, bleven de flesschen in het donker, omdat we hierdeor
de mogehjkheid uitsloten dat het aangetoonde hydroxylamine af-
komstig zou zijn van een reductie van KNO, door de lactose, welke
reductie onder deze omstandigheden door licht mogelijk zou worden
gemaakt, Daarom werd het nitraat ook later apart toegevoegd,
omdat een dergelijke reductie ook mogelijk was gedurende het steri-
liseeren van de cultuurvloeistof,

Werd het nitraat bij deze proeven vervangen door ammonium-
chloride, waarvan we dan 10 cm® van een oplossing namen die 3 g
NH,CI per 50 cm?® bevatte, zoodat er evenveel stikstof werd toege-
voegd, dan konden we in het verkregen destillaat van de cultuur
in geen enkel geval ook maar de geringste hoeveelheid hydroxyl-
amine aantoonen.

Bij een reeks andere proeven lieten we de bacterién groeien in
gistwater, waaraan per liter 6,8 g KH,PO, en 14,85 g Na,HPO,. 2H,0
was toegevoegd. De proeven werden verder op dezelfde manier uit-
gevoerd. Voegden we bij het vullen van de flesschen behalve de
cultuur en de aceton nog 10 cm?® van de KNO;-oplossing toe, dan
was er in het gewonnen destillaat na hydrolyse steeds hydroxyl-
amine aan te toonen. Voegden we geen andere stikstofbron toe,
zoodat de bacteritn moesten leven van de stikstof die zich in het
gistwater bevond, dan was er in zoo een destillaat nooit hydroxyl-
amine te vinden. Coli-aérogenesbacterién vormden dus ook tijdens
de reductie van nitraat in gistwater hydroxylamine, welke stof niet
optrad bij het gebruik van gistwater alleen. :
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" Eenige malen hebben we ook geprobeerd in de cultuurvloeistof
hydroxylamine aan te toonen zonder van een acetontoevoeging ge-
bruik te maken. Overigens was de proef hetzelfde ingericht. Na het
verdwijnen van het nitraat en het nitriet pasten we de methode
direct toe op 100 cm® cultuur. We konden dan echter geen hydroxyl-
amine vinden. Het reageerde dus zoo snel met de ketozuren of werd
zoo snel gereduceerd tot ammoniak, dat er niet voldoende was over-
gebleven om een positieve reactie te geven. Wel hebben we zonder
acetontoevoeging waarschijnlijk oximinozuren kunnen aantoonen.
Aan 100 cm?® van de cultuur voegden we dan 5 cm?® van het sulfanyl-
‘zuurreagens toe, waarna we de oplossing gedurende 5 minuten zacht
kookten. De nog niet verder tot aminozuur verwerkte oximinozuren
ontleedden dan weer volgens de vergelijking:

COOH | COOH

CoN— OH+H20->C O + NH,0H
i

R R

Na afkoeling werd dan weer de aangegeven methode gevolgd.
Gebruikten we bij het inzetten van de proef nitraat, dan konden we
direct na het verdwijnen van het nitraat en nitriet dit hydroxyl-
amine aantoonen, doordat de oplossing zeer licht, doch duidelijk
waarneembaar, rose werd gekleurd. Voegden we bij het begin aan
de cultuurvloeistof ammoniumchloride toe, dan kon in 100 cm? op
bovenstaande manier nooit oximinozuren worden aangetoond,

Birowm (1928, II) vermeldt echter, dat bij deze laatste proeven een
positief resultaat ook kan worden veroorzaakt door hydroxylamine
gevormd uit hydroxyaminozuren, welke zuren volgens hem op de
volgende manier ontstaan zouden kunnen uit dioxyammoniak, waar-
schijnlijk ook een tusschenproduct van de nitraatreductie, en een
aldehyde: :

CH,CHO + OH — NH ~ OH CHy — CO — NHOH + H,0

Deze zuren geven na hydrolyse namelijk hydroxylamlne volgens
de Vergeh]kmg

CH,.CO —NHOH + H,0 — CH,COOH + H,NOH.

Daarom hebben we bij de eerste proeven acton toegevoegd, daar
volgens Browm ketonen alleen kunnen reageeren met hydroxylamine
en niet met dioxyammoniak,

Tenslotte kunnen we dus zeggen, dat coh-aerogenesbactenen het
toegevoegde nitraat en nitriet reduceeren tot hydroxylamine. Zoo-
lang er suiker wordt omgezet verbindt het hydroxylamine zich met
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de daarbij gévormde ketozuren, welke verbindingen worden gé-
reduceerd tot aminozuren. Daarna wordt de rest van het hydroxyl-
amine verder gereduceerd tot NH,OH.

§4. DE INVLOED VAN KNO,; EN KNO, OP DE GASVOR MING UIT LACTOSE
DOOR COLI-AEROGENESBACTERIEN

Nu konden we overgaan tot een bestudeering van de invloed van
nitraat en nitriet op de gasvorming uit lactose door de bacterién
van de coli-aérogenesgroep. Hierover zijn echter reeds eenige onder-
zoekingen gepubliceerd, waarvan de resultaten hier volgen.

BoexgrHouT en Q1T DE VRIES (1904) verklaarden het dalen van de
gasproductie door nitraattoevoeging door aan te nemen, dat dan
de coli-aérogenesbacterién de suiker onaangetast lieten. Zij be-
schouwden de suikervergisting nl. als een onttrekking van zuurstof
aan de suiker, waardoor er koolzuur en waterstof overbleef. Als er
nitraat werd toegevoegd gaven de bacterién aan de zuurstof van
het nitraat de voorkeur. WeiGMANN, GRUBER en Huss (19o6) nameén
deze verklaring over, welke daarna nog eens door ScHLAG (1930) en
door vaN DER Burc en HARTMANS (1943) naar voren werd gebracht,
Deze verklaring strookt echter niet met de tegenwoordige inzichten
inzake de suikervergisting en de nitraatreductie. Bovendien wordt
er tijdens de nitraatreductie toch nog suiker verbruikt {zie tabel 47
en 49 en de figuren 33 en 34)

.In 1933 kwam er een nieuwe verklaring naar voren. Het bij de
nitraatreductie intermediair gevormde nitriet zou door zijn giftige
werking de ontwikkeling van de coli-aérogenesbacterién stopzetten
en zoodoende de gasvorming belemmeren. De verdediger van deze
verklaring was WojTkiewicz (1933) en bij oppervlakkige beschou-
wing schijnt zijn onderzoek die opvatting te steunen. Hij voegde
toenemende hoeveelheden nitraat toe aan weicultures van coli-
aérogenesbacterién en zag, dat er bij een bepaalde hoeveelheid, on-
geveer 60 g per 100 liter, geen gas gevormd werd en de bacterién
‘afstierven, Volgens hem was het nitriet hiervan de oorzaak en van-
daar zijn advies om aan de te verkazen melk dan maar meteen
KNO, toe te voegen en wel dezelfde hoeveelheid, die bij zijn proeven
met wei de gasvorming voorgoed onmogelijk maakte en de dood
van de bacterién veroorzaakte. Bij zijn onderzoek was dit 40 g per
oo liter. De melkzuurstreptococcen, die voor de kaasmakerij zoo
belangrijk zijn (zie bladzijde 59 en 60) zouden van het nitriet bijna
geen hinder ondervinden. B4TEL, KNIEFALL en HENNEBERG (1933)

- vonden ook dat toevoegingen van nitraat en nitriet in voldoend
groote concentraties de bacterién van de coli-aérogenesgroep ten-
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slotte doodden en ook zij kwamen tot de conclusie, dat de gasvor-
ming alleen verhinderd kon worden door de bacterién te vergiftigen.
Aangezien we voor de weerlegging van deze opvatting gebruik moe-
ten maken van de resultaten van ons onderzoek, kunnen we er thans
nog niet nader op ingaan.

Bij deze verklaring is er in het geheel geen rekening gehouden
met het feit, dat de reductie van nitraat waterstof vereischt, welke
aan de suikervergisting wordt onttrokken. HUTTIG (1933} en
ScHwARz, FISCHER, LEMBKE en JExsEX {1938) hebben dan ook op
dit feit gewezen.

Bij onze proeven over de invloed van nitraat en nitriet op de
gasvorming gebruikten we gistingsfleschjes van 4o cm?®, welke we,
na ze voorzien te hebben van Y,y cm® van een eenige uren oude
bouilloncultuur van een bepaalde stam en een bepaalde hoeveelheid,
variéerende van 0—I cm?, van een steriele KNO,- of KNO,-oplossing,
vulden met wei, Bij het begin van de proef waren er zoodoende

_ 100.000-500.000 bacterién per cm?® aanwezig. De fleschjes werden
bij 30 °C geplaatst en van tijd tot tijd werd de gasproductie opge-
nomen en werd er met het reagens van GrIEss-Rowmijn op nitriet
en, als dit er niet was, op nitraat gereageerd. Dit laatste gebeurde
eerst na toevoeging van wat zinkstof. Bij alle proeven was er als het
nitriet verdwenen was ook geen nitraat meer aan te toonen. Blijk-
baar verloopt de reductie van nitraat tot nitriet sneller dan de ver-
werking van nitriet (zie tabel 47 en figuur 33 en 34).

Tabel 50 en figuur 35 laten de resultaten zien van een proef, waar-
le we de invloed van KNO; op de gasproductie uit wei door bacte-
rién van stam 11 (A 1) nagingen.

TABEL 50
Tnvleed van KN Oy op de gasvorming uit wei door bacterién van stam 11 (A 1)
Tid cm® gas gcvurmd in flesies waaraan was tosgevoegd per 100 hter
0g KNO, | 20g KNO, | 40¢ KNO, | 60 ¢ KNO, | 80 KNO, ] 100 g KNO,

na 13 uur 6,0 1,0%) 0,2 0,2 0,1 0,1

w16 4, 10,3 2,6 2,0 1,5 - 0,5 - 1,0

w21, 256 7.2 - 8,1 5,6 - 38 2,6

» 37 ., .| 985 40,0 | 62,5. 47,5 41,5 12,0

» 42, | 1150 | 538 79,9 630 | 645 | 242
.48, | 1300 66,6 97,0 77;4 o862 436

)" Bij deze concentraiie is het tijdstip van de Vcrdwgnmg van het nitraat en nitriet
niet precies bepaald daar het plaats vond binnen de 13 uur.
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De horizontale strepen in de tabel geven aan op welk tijdstip al
het nitraat en het daaruit gevormde nitriet verdwenen was. In de
figuur is dit moment aangegeven door de overgang van de getrokken
lijn in de stippellijn. 40 g KNO; waren na 13 uur verwerkt, 8o g pas

na 16 uur en 100 g eerst na 21 uur. Qok bij de andere nog te beschrij-
ven proeven wordt op deze manier de verdwijning van het nitraat

en nitriet aangegeven.

Uit de gegevens van tabel 50 en figuur 35 blijkt, dat door nitraat-
toevoeging de gasvorming uit wei eenige tijd werd uitgesteld en dat
deze gasproductie pas kon beginnen als het nitraat en het daaruit
gevormde nitriet omgezet waren tot eiwit en NH;. Dat dit vitstellen
van het-begin van de gasvorming niet werd veroorzaakt door een

giftige invloed van het nitraat of van hieruit ontstane producten,

blijkt nit de gegevens van tabel 51, waarin resultaten worden weer-
gegeven van verrichte tellingen met behulp van bouillonagarplaten.
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TAEBEL 51

Invloed van nitraaticevoeging op het oantal baclerién
van stam 11 (A 1} in wei

mnemio, | Mgt | Toate
0 g/1001 50.10% per cm® v
0 -, 41.10° ,, ,, v
0 , - 38.100 ,, , v
60 36.10%8 ,, ,, v
1) I : 31.10% ,, v
100, 52.10% ,, IV

Tevens hebben we na afloop van de proef de troebeling van de
cultures, welke ook een maat was voor het aantal bacterién, met
elkaar vergeleken. Aan de cultuur zonder nitraattoevoeging gaven
we een 1V. Aan de hand hiervan kregen de andere cultures een cijfer
dat kon varieeren van 1 tot IV, waarbij lagere cijfers dan IV aan-
geven dat de betrokken cultuur minder troebel was en dus minder
bacterién bevatte. In wei kunnen de bacterién van stam 11 (A 1)
dus 100 g KNO, per 100 liter verwerken zonder een giftige invloed
- te ondervinden van het nitraat en de gevormde tusschenproducten.
* Tabel 52 en figuur 36 laten de invloed van KNOj, zien op de gas-

vorming uit wei door bacterién van stam zo (I 1).

TABEL 52 _
Invloed van KNO; op de gasvorming uit wei door baclerién van stam 20 (I 1)
T cm® gas gevormd in {leschjes waaraan was toegevoegd per 100 liter -
0g KNOy | 20 ¢ KNO, | 40 g KNO, | 60 g KNO, | 80 g KNO, | 100 g KNO,
nal2uur | 04 0,1 01 0,1 01 {01
w15, 30 | o1 0,1 o1 1 o1 | ol
20, 6,4 2,0 0,5 0,2 0,2 0,2
w25, 0,8 40 | 1,5 0.2 0,2 02
» 36, 2,0 | 86 - 3,6 1,6 05 | U2
. 60 ,, 82,0 22,8 8,1 63 . 1,5 1,0
w9, 120,0 42,8 20,0 12,0 4,0 3,0

Ook hier zien we weer een uitstel van het begin van de gasproduc-
tie tot het nitraat en het daaruit gevormde nitriet verwerkt waren..
De bacterién konden echter bij een toevoeging van 1oo g KNO,
het gevormde nitriet niet geheel reduceceren. Tabel 53 laat eenige .
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TABEL 53
' Invived van nitraattoevoeging aan wei
af het aantal bacterién van stam 20 (I'1)

n ) Troebeling
vegevoegd KNO, Aantalbacterign na 21 uur na 9] wur

0 g/1001 28.10° per cm® v

20 30.18% ,, v

0 37.108 ,, ., v
60 65.108 ,, ,, 111

g 24,10, ,, 11

25.108 ,, -, I

100

3
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gegevens zien over de invloed van KNO; op het aantal bac-
terién,

Het blijkt, dat er na 2T uur nog niets van een daling van het aan-
tal bacterién per cm? te zien was. De kleine verschillen zullen wel te
wijten zijn aan het tellen. De verdaging van de gasvorming ge-
durende deze tijd berustte dus niet op een remming van de bacterie-
ontwikkeling, Door groote nitraattoevoegingen werd echter later
wel de ontwikkeling van de bacterién geschaad, hetgeen ons bleek
uit de trocbeling van de cultures na g1 uur. In het fleschje, waaraan
zooveel nitraat was toegevoegd, dat de bacterién het niet konden
verwerken, ontstond later toch ook wel een beetje gas, maar dit
werd niet door de bacterién uit suiker gevormd (deze waren toen nl.
grootendeels reeds dood) maar is vermoedelijk ontstaan uit een
~ reactie van het JINO, met de NH,-groepen van het milieu waar-

door een. geringe hoeveelheid N, is gevormd. De hoeveelheid gas
was echter te klein om te analyseéren.

Bovengenoemde proeven hebben we eenige malen met hetzelfde
resultaat herhaald. Ook met vele andere stammen, waarbij we ons
uit de aard der zaak beperkten tot los-positieve bacterién, kregen

-we deze resultaten, welke we nog eens in- het kort zullen her-
halen,

De gasvorming uit wei door de los-positieve stammen kan met
behulp van een KNQO,-toevoeging worden uitgesteld tot het moment,
waarop het nitraat en het daaruit gevormde nitriet door de bacte-
rién gereduceerd zijn. Dit uitstel wordt niet veroorzaakt door een
mindere ontwikkeling van de bacterién tengevolge van deze nitraat-
toevoeging. Alleen als er veel nitraat wordt toegevoegd, zoodat de
bacterién het daaruit gevormde nitriet niet of bijna niet kunnen
verwerken, beginnen de bacterién na ongeveer 24 nur langzaam af
te sterven, waardoor de troebeling van de cultures, welke eerst
normaal is, achterblijft bij die in de vloeistoffen met minder
nitraat.

Hieruit blijkt, dat dit middel gebruikt kan worden bij de bestrij-
ding van vroeg-los in kaas. We moeten dan zooveel nitraat toe-
voegen, dat hierdoor de gasvorming wordt nitgesteld tot het moment
waarop de melkzuurbacterién in staat zijn de gasvorming tegen te
houden. Tijdens de nitraat- en nitrietreductie maken de bacterién
geen gas uit de omgezette lactose. De suikervergisting, bestaande
uit een aantal oxydatie- en reductiereacties, waarbij de waterstof
een belangrijke rol speelt, krijgt door het verlies van de waterstof,
welke gebruikt wordt om het nitraat te reduceeren tot de niet verder
te reduceeren eindproducten, een ander verloop, waardoor er bijna
geen gas ontstaat. Afgezien van de gasproductie hebben we deze
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veranderingen in de suikervergisting niet nader onderzocht. TIKKA
{(1933) heeft echter aangegeven welke veranderingen nitraattoe-

voeging bij de glucosevergisting door colibacterién teweegbrengt en
zijn resultaten zullen ook wel grootendeels gelden voor de suiker-
vergisting door onze typen. Door de nitraattoevoeging werd er bijna
geen waterstof, minder koolzuur, minder alcohol, minder melkzuur
en meer azijnzuur gevormd dan zonder KNO,. De hoeveelheid

mierenzuur bleef gelijk.

Toevoeging van nitriet zou volgens deze zienswijze ook de gas-
vorming moeten uitstellen. Ook hiermede zijn een aantal proeven
genomen, waarvan de verkregen resultaten overeenkwamen met die
van de nitraatproeven. Tabel 54 en figuur 37 laten de resultaten

‘zien van een proef genomen met stam 1x (A 1).

" o]
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b 20
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4.0
( NUp aanwezig
13.0F 20 —eemew MOy gfweziy
1
12.01- :
!
10
a0
100
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TABEL 54
Invloed van KNO, op de gasvorming uit wei doer bacterién van stam 11 {4 I)
) cm! gas gevormd in fleschies waaraan was toegevoegd per 100 liter
i 0gKNO, | 20 gKNO.] 4Ogm0,| 60g KNO,| 80g KNO, IDOgKNO,l 120g KNO,
na 12 uur 4,9 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1
» 15 8,0 0,6 0.2 0,1 0,1 0,1 0,1
w20 . | 228 ] 36 | 05 02 | o1 0,1 0,1
+ 25% 4, 52,3 19,4 2,6 0,2 0,2 0,2 0,2
L, 363, | 110,0 63,0 17,6 36 | 1,0 0,5 0,5
.45, | 150,0 89,0 34,4 95 ! 1,7 | 06 0,6
B2 5, 2200 | 1380 | 102,0 415 8,3 2,3 1,5
w13 ., 263,0 -+ | 1650 | 132,0 63,0 24,5 5,0 2,8
.8 ,, | 3000 | 18,0 | 1610 | 86,0 5,0 | 88 | 40
594, | 3270 | 1940 | 1860 | 108,0 77,0 15,5 4,7

Om aan te toonen, dat het uitstel van de gasvorming niet werd
veroorzaakt door een remming van de bacterie-ontwikkeling, hebben
we een aantal tellingen verricht, waarvan de resultaten worden
weergegeven door tabel 55. '

TABEL 55
Inviced van KNOy-toevoeging aan wei .
op ket agntal bacterién van stam 11 (A I ;

Toegcvocgd KNO, | Aantalbacteritnna22uur i’:egzdéﬁg
0 gfl00 1 18.108 per cm® Iv
20 » 1. 26.100 ,, ,, v
: _ 40 " ' 50.10% ,, . v
[ . 60 EE] 34,108 L] L] v
’ 80 2 28,108 ,,- ,, ) AV
160 . 21100 ,, I11
120 s 25.10% ,, ,, I

Ook hier blijkt weer, dat de hoeveelheid KNO, die niet of nog
juist verwerkt kon worden, later giftizg begon te worden voor de
bacteri¢én. KNO, kon dus, bij niet te hooge concentraties, zonder
giftig te worden de gasvorming uitstellen tot het moment, waarop
al het nitriet verwerkt was. Tabel 56 en figuur 38 laten de resultaten

zien van een proef, waarbij we gebruik maakten van stam 21
(X 1) ' : : - ‘
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TABEL 56 )
Invloed van KNOy op de gasvorming uit wei door bacterién van stam 21 (I 1)

Tid em® gas gevormd uit fleschjes wanraan was toegevosgd per 1 00liter
ij
0z KNO, | 20¢ KNO, | 40¢g KNO, | 60g KNO, | 80g KNO, | 100g KNO
na 13 wur 0,8 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
» 17 ., 2,8 1,4 0,1 0,1 0,1 - 0,1
21, 4,8 3,1 0,2 0,1 0,1 0,1
» 253 ,, 8,9 5,7 2,2 0,2 0,1 0,1
» 37, 16,8 10,4 9,5 1,1 0,1 0,1
. 443, 22,0 15,2 12,6 3,0 0,2 0,1
] - 34,8 27.8 23,1 6,6 0,2 0,1
,. 87 , 46,9 43,8 38,0 10,3 0,4 0,2
L1090 52,2 52,6 45,4 13,0 0,6 02
0
oo 'a ‘.' stam 21(%)"
0k H . N
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Ock hier trad weer hetzelfde verschijnsel op. Zoolang er KNO,
aanwezig was kon er geen gas gevormd worden. Tabel 57 geeft
eenige gegevens over de groei van de bacterién bij deze proef.

TABEL 57
Invioed van KNOs-toevoeging aan wei
of het aantal bacterién van stam 21 (I 1)

Toegevgegd KNO, | Aantalbacteritnna 22uur Eﬁﬁcﬁn‘ﬁ
0 g/100 1 14.10° per cm® v
20 10.10* ,, ,, IV
40 . 8.10¢ ,, IV
60 ' i2.10% ,, ,, 111
80 4.10%8 ,, I
0o, 6.10% ,, ,, I

Ook hier werd weer dezelfde invloed van het nitriet op de groei
van de bacterién gevonden. Het KNQ,, dat niet gereduceerd kon
worden, werd later giftig voor de bacterién.

Bij herhaling gaven deze proeven hetzelfde resultaat. We hebben’
verder deze proeven ook eenige malen genomen met de andere los-
positieve stammen, waarbij steeds dezelfde resultaten verkregen
werden.

Het moet dus ook mogelijk zijn met behulp van KNO, het vroeg-
los in kaas te bestrijden. Toevoeging van KNOQ, stelt de gas-
vorming uit zonder giftig te zijn voor de bacteriegroei. Bij hooge
concentraties sterven de bacterién later af, waardoor dan de gas-
vorming in het geheel niet meer kan beginnen. De werking van
KNOQ, kunnen we op dezelfde manier verklaren als die van KNO;.
Het nitriet treedt bij de suikervergisting op als waterstofaccep-
tor, waardoor de lactose anders wordt omgezet en er geen gas ont-
staat. -

We willen thans nog de kwestie bespreken van de giftige
werking van het nitriet, dat door de bacterién niet wverwerkt
kon worden. WoJTKIEWICZ (1933) nam aan dat nitriet een gif-
tige invloed uitoefent op de bacterién in die grootere concen-
traties, We gelooven niet dat deze kwestie zoo eenvoudig is,
want'na 22 uur was er nog niets van een giftige invloed van het
nitriet te zien, zooals blijkt uit de gegevens van tabel 55 en 57. N4
deze tijd begonnen de bacterién pas hinder te ondervinden van het
_nitriet. We hebben deze kwestie in verband gebracht met het ver-
loop van de suikerstofwisseling. Als we de resultaten van de be-

schreven proeven nog eens nagaan dan valt het op, dat de agrogenes-
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stam veel meer nitraat en nitriet kon verwerken dan de intermediaire
stammen. Volgens ons hangt dit samen met het feit, dat in weicul-
tures de suikerstofwisseling van aérogenesbacterién veel langer
actief blijft dan die van intermediaire stammen. Dit hebben we
kunnen aantoonen met behulp van suikerbepalingen. In een wei-
cultuur van een intermediaire stam werd na 24 uur bijna geen sniker
meer vergist, terwijl in een weicultuur van een aérogenesstam ge-
durende eenige dagen suiker werd omgezet. Dit blijkt ook uit het
suikerverbruik bij de proeven over de nitraatreductie, vermeld in de
- vorige paragraaf (figuur 33 en 34). Ook nog op een andere eenvou-
digere manier konden we aantoonen, dat de stofwisseling in een
weicultuiur van een aérogenesstam langer actief bleef dan die van
een intermediaire stam, Hiervoor gebruikten we een methode van
LiNpsSEY en MECKLER (1932}, waarbij we aan 24 uur oude weicul-
tures wat waterige, verzadigde methyleenblauwoplossing toevoeg-
den en de tijd maten, welke noodig was om deze hoeveelheid methy-
leenblauw te reduceeren. Een aérogenescultuur had hier veel minder
tijd voor noodig dan een cultnur van een intermediaire stam.

In de vorige paragraaf zagen we, dat nitraat en nitriet werden ge-
reduceerd tot hydroxylamine, welke stof zich verbond met de bij de
suikerstofwisseling ontstane ketozuren, welke verbindingen werden
gereduceerd tot aminozuren. Is er geen actieve suikerstofwisseling
meer en zijn er dus ook geen ketozuren meer aanwezig, dan wordt
de overmaat hydroxylamine verder gereduceerd tot ammoniak. We
- stellen ons voor, dat gedurende dit laatste proces de bacterién af-

sterven, waarschijnlijk doordat de reductie van bet giftige hydroxyl-
amine niet zoo snel verloopt als het wegnemen van hydroxylamine
-met ketozuren en er dus gedurende de vorming van ammoniak op-
hoopingen van hydroxylamine ontstaan. Toegevoegd nitriet begon
dan ook altijd pas later giftig te worden, als er bijna geen suiker
meer werd omgezet en de ammoniakvorming begon. De- giftige
werking hing bij onze proeven piet samen met de grootte van de
nitrietconcentratie, maar met het feit dat er nog nitriet over was na
de suikerverwerking. We hebben nog eenige proeven genomen, welke
steun verleenen aan deze zienswijze. De bacteri€n van de inter-
mediaire stammen konden in lactosegistwater 6o g KNO, per
100 liter niet verwerken en stierven af. Voegden we aan het lactose-
gistwater 6,80 g KH,PO, en 14,85 g Na,HPO,. 2IL,O per liter toe,
waardoor de bacterién meer lactose konden omzetten, dan konden
de bacterién 100 g KNO, per 100 liter spoedig verwerken zonder
eenige schadelijke invloed van het proces te ondervinden.
Dat nitriet pas giftig wordt als er bijna geen suiker meer wordt
omgezet, blijkt nog duidelijker uit de volgende proef. We vulden
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eerst een stopflesch met lactosegistwater en een met lactosegist-
 water, waaraan per Ioo liter 85 g KNO, was toegevoegd. Beide
flesschen waren voor -het vullen voorzien van evenveel bacterién
van stam 4 (I 1). Met behulp van deze cultures, welke werden weg-
gezet bij 30 °C, gingen we het verband na tusschen de suikerver-
werking, de nitrietverwerking en de giftige invloed van de reductie.
Tabel 58 geeft eenige resultaten weer.

'TABEL 58

Over ket verband tusschen de giftige invloed van nilriet en de suikerstofwisseling I
Lactosegistwater met KNO, Aantal bacterien per cm?
Tijd ) -
¥ Suiker verwerkt ENO; aanwezig Lactosegistwater La;ﬁ‘:iei‘(]ﬁwiter
na OQuur 0,00 9%, " 85,0 g/1001 - o -
5 16 © 0,139, 57,1 128.000.000 192.000.000 _
» 27 4, 0,149 485 ‘| 2.400.000,000 1.200.000.000 .
. 40 ,, 0,14 9% 47,1 ,, 256.000.000 140.000
5 65, - 46,9 ,, . 256.000.000 < 400
wlld ,, 0,14 9, 46,7 ,, . 6.400.000 < 2.

Uit de resultaten van dit eerste deel van de proef, welke worden
weergegeven door figuur 39, blijkt duidelijk, dat het nitriet, zoodra
er niet veel suiker meer werd omgezet, giftig begon te worden. Bij
het tweede deel van de proéf voegden we aan het lactosegistwater.
6,80 g KH,PO, en 14,85 g Na,HPO,. 2H,0 per liter toe. We vulden
weer twee stopflesschen, welke weer van evenveel bacterién van
stam 4 waren voorzien, met deze cultuurvloeistof, waarbij we aan
de tweede flesch 170 g KNO, per 100 liter toevoegden. De resultaten
van het tweede deel van deze proef worden weergegeven door tabel

59 en figuur 39.

TABEL 59°
Over et verband insschen de giftige werking van nitriel en de suikerstofuwisseling, 11
' hctoscgish:]ti: x%ﬁlg:phaatbuffer Aantal bacteritn por ot
Tiid '
. Lactoscgistwater Lactosegistwaler
Suiker verwerkt KNO, aanwezig met met phosphaatbuffer
. : phosphaatbuffer en met KNO,
na Ouwur | ' 0009, | t70,0g1001 | -~ - RCE
» 16 3, 0,209, 18,3~ ,, - | 1.300.000.000 1.300.000,000
s 277, 0,709 A | 7 ) B 1.500.000.000 1.700.000.000
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Figuur 39. Verband tusschen de suikerstofwisseling, de nitrietreductie en
de giltige invloed van het reductieproces

Door de toevoeging van de phosphaatbuffer kon er meer suiker
vergist worden en daardoor konden de bacterién 170 g KNO, per
100 liter verwerken zonder er eenige schadelijke invloed van te
ondervinden. Het nitriet zet dus niet door zijn giftige werking de
suikerstofwisseling stop, maar de suikerstofwisseling vermindert na
een bepaalde tijd door andere tedenen en als gevolg daarvan begint
het nitriet giftig te worden en sterven de bacterién af. .

Bovenstainde opvatting wil niet zeggen, dat er geen nitrietcon-
centraties- bestaan, die ondanks de mogelijkheid van een actieve

suikerstofwisseling toch giftig werken. KNO,-toevoegingen van.
-7
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300-400 g per 100 liter vertraagden van het begin af aan de groei
van de bacterién in lactosegistwater. Bij deze concentraties was het
nitriet als zoodanig giftig.

Nu we gezien hebben, dat we met behulp van nitraat en nitriet
de gasvorming uit lactose door coli-aérogenesbacterién kunnen be-
letten, is de vraag, of alle coli-aérogenesbacterién nitraat kunnen
reduceeren, van belang. De meeste onderzoekers, die zich met de
nitraatreductie door deze bacterién hebben beziggehouden, geven
aan, dat alle soorten nitraat kunnen reduceeren. Qok wij vonden
dat al onze stammen daartoe in staat waren. Witsox (1935) is echter
een andere meening toegedaan. Volgens hem kan van de coligroep
maar 91 % nitraat reduceeren, van de intermediaire typen slechts
79 % en van de agrogenes-cloacaegroep 99 %. Daar deze getallen
wel zeer sterk afwijken van de gangbare meening, zullen we zijn
methode van onderzoek eens nader bekijken,

WiLsoN liet de bacterién groeien in een voedingsvloeistof, waar-
aan 0,1 % nitraat was toegevoegd, hetgeen overeenkomt met 100 g
per 1oo liter. Nadat de cultures 5 dagen bij 37 °C hadden gestaan,
reageerde hij op nitriet en als hij dan geen nitriet vond waren de
bacterién volgens hem niet in staat nitraat te reduceeren. Hij heeft
er echter niet aan gedacht, dat het gevormde nitriet dan wel weer
verdwenen kon zijn, daar hij te weinig nitraat toevoegde en te lang
wachtte met het reageeren op nitriet. Zijn gegevens zijn dus hoogst-
waarschijnlijk onjuist. Volgens zijn methode onderzocht zouden
eenige stammen van ons {o.a. stam 1T (A 1), zie tabel 50) ook geen
nitraat kunnen reduceeren. Wij voegden bij ons onderzoek } %
KNO; toe, een hoeveelheid die zeker niet verwerkt kon worden, en
we reageerden na twee dagen op nitriet met het reagens van Griess-
Romijx. ‘ .

Nu we de resultaten van ons onderzoek vermeld hebben, kunnen
we ook aangeven hoe WojTkiEwIcZ {1933) er toe kwam om zijn
onjuiste verklaring over de werking van nitraat op te stellen. Dat
er door toevoeging van veel nitraat of nitriet tenslotte in het geheel
geen gas meer geproduceerd wordt is volkomen juist. Dit werd bij
ons onderzoek ook gevonden (zie tabel 52, 54 en 56). Maar WojT-
KIEwICZ maakte een fout toen hij beweerde, dat de gasvorming uit
wei door los-positieve bacterién alleen kon worden beinvlced door
zooveel nitraat of nitriet toe te voegen, dat dit de dood van de
bacterién veroorzaakte. En hierop baseerde hij zijn verklaring over
de invloed van nitraat. De verdaging van het begin van de gas-
vorming door kleinere hoeveelheden en het feit, dat de bacterién
pas hinder ondervinden van het nitriet als er bijna geen suiker meer
wordt vergist, ontgingen hem. Doordat bij ook nog een verkeerde
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opvatting had over de eischen waaraan een bestrijdingsmiddel‘moet
voldoen (hij stelde blijkbaar de voorwaarde dat de gasvorming
voorgoed onmogelijk moet worden gemaakt) kwam hij er toe om
te adviseeren de te verkazen melk te voorzien van een doodelijke
dosis nitriet. Bij zijn proeven was dit 40 g per 100 liter, maar volgens
onze onderzoekingen waren hiervoor hoeveelheden van 8o-120g
noodig (zie tabel 54 en 56).

Afgaande op de hoeveelheid gas, die zijn twee stammen konden
vormen uit wei (6,0 en 4,7 cm® per 20 cm?® wei na 5 dagen bij 37 °C;
zie onze getallen vermeld in ta.bel 12} kunnen we aannemen, dat
geen van beide stammen in staat is vroeg-los te veroorzaken.

Voorts wees WoJTKIEWICZ erop, dat, terwijl de groei van de coli-
aérogenesbacterién in kaas voorgoed onmogelijk wordt gemaakt door
40 g KNO, te gebruiken per oo liter melk (overigens onjuist, zie
hoofdstuk VI), de melkzuurbacterién er weinig hinder van onder-
vinden. Ten eerste wordt dit al weerlegd door zijn eigen gegevens,
maar ook uit door ons ingestelde onderzoekingen bleek, dat de
melkzuurstreptococcen wel degelijk hinder ondervinden van KNO,.
Tabel 60 laat eenige resultaten zien, waarbij we nog opmerken dat

‘bij Wojrkiewicz de zuurvorming plaats vond in wei en bij ons in
ondermelk.

TABEL 60 )
Invloed van K NO, op de zuurvorming van melkzuurstreplococcen
Zuurheidsgraad in “THGRNER ha een toevoeging van
g Duur
tam of
pro Dg KNO, | 10 g KNO, | 20g KNO, | 40 g KNO,
per 100 Liter | per 100litee | per 100liter | per 100liter
Sir, lactis Wojtkiewicz 4 dagen 48 - 38 - .26
Str. lactis, 82 . . . . 17 uur 60 54 46 42
Str. lactis, 83 . . . . 17 uur 75 67 59 54

We moeten er dus rekening mee houden, dat bij het gebruik van
nitraat of nitriet bij de vroeg-losbestrijding in kaas het nitriet giftig
is voor de melkzuurstreptococcen. KNO; had bij deze proeven geen
invioed op de melkzuurgisting. In hoofdstuk VI beschrijven we de
proeven met kaas, waarbij is nagegaan in hoeverre KNO; en KNO,
bruikbaar zijn bij de bestrijding van vroeg-los.

§5. DE INVLOED VAN KC10, OP DE GASVORMING UIT LACTOSE
DCOOR COLI-AEROGENESBACTERIEN

Bij de orignteerende lebgistingsproeven bleek al, dat dit middel
een veel grootere invloed had op de gasvorming van de coli-aéro-
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genesbacterién dan nitraat en nitriet. Om deze invloed nader te
bestudeeren vulden we gistingsfleschjes met /,, cm? van een bouil-
loncultuur van een los-positieve stam, 0,4 cm?® van een steriele 1, %
KClO;-oplossing en verder met wei en dan zetten we ze weg bij
30 °C. Ter contrdle werd ook een reeks op dezelfde manier geénte
en gevulde gistingsfleschjes ingezet, waaraan echter geen KClO,
. was toegevoegd “Tabel 61 laat eenige resultaten van dergeh]ke :
proeven zien.

TABEIL 61 .
Invloed van KCIO, op de gasvorming uit wei door coli-aérogeneshacterién
KCIO,ing _ ) em? gas gevormd na

Stam per 100liter /™ 2juur | 4luw e | 65uur

4 (X ]') - 7,4 16,2 74,0 87,0 130,0

4 (F D) 5 0,1 0,1 1,0 1,2 2,5

11 (A1) = 35 8,0 45,5 54,0 8L,0
TI1 (A 5 0,1 0,1 1,4 1,6 - 4,0
21 {1 1) - 1,8 5,0 14,5 . 15,5 21,0
21 (L 1) 5 0,1 0,1 0,3 0,5 - 1,0
37 (L2 - 2,6 7,0 i7,5 19,0 23,5
37 (1 2) 5 0,1 - 0,1 0,3 0,6 0,6

Door de toevoegmg van maar 5 g KCIO, per 100 liter werd er dus
zeer weinig gas gevormd. Als we deze getallen vergeh]ken met die,
verkregen bij de proeven met nitraat en nitriet, dan zien we, dat
KClO, inderdaad veel meer invloed heeft. Gedurende de eerste tijd
. bevonden zich in de ﬂesch]es waaraan. chloraat was toegevoegd,
veel minder bacterién dan in die waaraan deze stof niet was toe- .
gevoegd. Later werden deze verschillen minder-en na 24 uur waren
ze practisch niet meer aanwezig, Op dat moment begon er ook een
zeer kleine gasproductie, welke echter bijna niet opviel.

Dat de coli-agrogenesbacterién; na een toevoeging van 5 g chlo- -
raat, tenslotte toch weer gas gaan produceeren uit lactose konden
we beter aantoonen met behulp van lactosegistwater, waaraan per
liter 2,72 g KH,PO, en 5,04 g Na,HPO,.2H,0 was toegevoegd, door
welke toevoeging de vloeistof een pH van 6,9 kreeg. We namen gis-
tingsfleschjes van 120 cm?®, welke we eerst voorzagen van 3/, cm? -
van een bouilloncultuur van de te onderzoeken stam en van 1,2 cm3
van een steriele Yf, % KClOs-oplossing, en daarna vulden met boven-
genoemde voedmgsvloelstof Ter contrdle werd ook een aantal op
dezelfde manier geénte en gevulde fleschjes ingezet, waaraan echter
- ‘geen chloraat was toegevoegd. Tabel 62 laat eenige resultaten zien.
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TABEL 62 Intloed van KClO4 op de gasproductie

door coli-aérogeneshacierien uit lactosegistwater waaraan phosphaatbuffer was foegevoegd
. KCIO,ing em? gas gevoemd na:
e per 100kiter 19 uur ; 24 uur l 43 uur [ . 95 uur
4(I N - 89,0 126,0 207,0 227,0
4 (I 5 0,5 3,0 - 30,0 - 57,0
11 (A1) - 10,0 20,0 | °140,0 220,0
11 (A1) 5 0,2 3,5 16,0 - 230

Uit de gegevens van deze tabel, welke nog gedeeltelijk worden
weergegeven door figuur 4o, blijkt duidelijk, dat de gasvorming
tenslotte weer kan gaan beginnen. Een toevoeging van KClO, ver-

-
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Figuur 40. Invloed van KClO; op de gasvorming door coli-
aérogenesbacterién uit lactosegistwater, waaraan phosphaat-
buﬂ'er is toegevoepd

daagde dus in sterke mate de gasvorming der coli-aérogenesbacte-

rién. Quk bij deze laatste proeven vonden we weer dezelfde invloed

- van KCIOg op het aantal bacterién, hetgeen blijkt uit de gegevens
vermeld in tabel 63. '
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TABEL 63 : :
Invloed van KCl1O; op de ontwikkeling van de coli-adrogenesbacterizn

Aantal bacterién per em? van stam 4 (I Iy

Telling na . . Zonder KCIO, l\f;e:r.ﬁl%oligéro,
Ouwur. - + . - . e e .. T 600.000 §00.000
- S e e e " 60.000.000 _6.000
O 130.000.000 2.500
10 4 v e e e e e e e 250,000.000 30.000.000
2T e e e e e e e e 800.000.000 250.000.000

Hoe dit te verklaren? QUASTEL, STEPHENSON en WHETHAM (1925}
-vermelden, dat de coli-aérogenesbacterién chloraat kunnen redu-
ceeren tot chloriet, maar dat het gevormde chloriet door zijn giftige
werking het proces stopzet. Bij de concentratie van 5 g per Ioo liter -
gebeurt dit blijkbaar niet, want uit het beginnen van de gasvorming
en uit de normale groei daarbij kunnen we besluiten, dat het chloriet
verder wordt gereduceerd tot een niet-giftige, niet verder te redu-
ceeren eindproduct, waarbij we wel moeten aannemen dat dit KCI
is. Doordat we werkten met zeer kleine concentraties, nl. maar met
0,005 %, konden we echter de aard van de tusschenproducten en
van het eindproduct niet nagaan.

Het KCIO, treedt dus ook op als waterstofacceptor bij de suiker-
vergisting en als zoodanig belemmert het dan de gasproductie.
Doardat de bij de reductie gevormde tusschenproducten de bacterie-
groei sterk tegengaan, wordt dit uitstel van het begin van de gas-
vorming nog veel langer gemaakt. Vandaar dat chloraat zoo veel
beter helpt dan nitraat of nitriet, Dat het chloraat in deze concen-
tratie niet giftig is voor de coli-aérogenesbacterién, hetgeen we niet
kunnen aantoonen daar de reductie een storende rol gaat spelen,
kunnen we met groote waarschijnlijkheid concludeeren uit het feit,
dat de melkzuurstreptococcen er ook geen hinder van ondervinden,
hetgeen blijkt uit de gegevens van tabel 64.

TABEL 64
Invioed van chloraat op de zuurverming in ondermelk door melkzuurstreptocaccen

Stami : kcio, | Zuurheidsgraadin
S2(Strfactis). . . ... ..... | = | 54°na2luurbij23°c
S2 (Strlactis). .0 ... ... | 5g1e01 | 53,21, 23,
$3 (Str.lactis). [ . i i L. a0 = 68 ,, 215, ,, 23,
$3 (Str.lactis). . . L .. .. ) sghoor | 67,21, 28,
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. In kaas zullen de melkzuurbacterién dus geen hinder ondervinden
van het KClO;, maar daar we niet precies de aard en de hoeveelheid
van de bij de KClOg-reductie ontstaande tusschenproducten kennen,
kunnen we op deze manier niet nagaan of deze bij de bestrijding
van vroeg-los in kaas in ernstige mate de melkzuurgisting zullen
belemmeren. Met behulp van de proeven met kaas, beschreven in
hoofdstuk VI, hebben we dit wel kunnen bestudeeren. Bovendien
zou het vooral bij deze kleine concentraties nog verschil kunnen
geven of deze producten aan een cultuur van melkzuurstreptococcen
worden toegevoegd of dat coli-agrogenesbacterién ze in een der-
gelijke -cultuur vormen. '

Bij de bestudeering van de werking van KCIOg hebben we alleen
gebruik gemaakt van los-positieve stammen, waarbij ons bleck, dat
al deze stammen chloraat konden reduceeren.



"HOOFDSTUK Vi

DE BESTRIJDING VAN HET VROEG-LOS IN KAAS
MET BEHULP VAN KNO,, KNO, EN K(IO,

§1. DE WERKING VAN KNO,

Vroeger hebben we gezien hoe KNGO, in weicultures de gasvorming

door coli-aérogenesbacterién kon belemmeren, terwijl we nu in deze
paragraaf beschn]ven hoe KNO; zich gedraagt bij de bestrijding
van vroeg-los in kaas. We maakten telkens twee kazen tegelijk, uit
twee porties melk, waarbij we bij de een KNO; gebruikten en de
andere als contréle beschouwden. Het was natuurlijk noodig, dat
beide porties melk evenveel bacterién bevatten. 5 liter melk entten
we met een ondermelkcultuur van de los-positieve stam, waarmee
we de proef wilden unitvoeren. Evenals bij onze in hoofdstuk IV
beschreven proeven plaatsten we dan de melk 1 nur bij 31 °C. Vlak
voor het stremmen verdeelden we de 5 liter melk in twee porttes
van 2,5 liter. De methode van kaasmaken was gelijk aan die vroeger
. beschreven. Per 2,5 liter melk gebruikten we 7 cm?® zuursel, hetwelk
* een reincultuur was van de reeds eerder genoemde Streptococcus
lactis-stam 8 3.1) Na het wei-aftappen voegden we 200 cm?® water
toe. Het KNOy; werd bij het in strem zetten toegevoegd als een
_steriele 1o of 20 %, KNOj-oplossing. Tabel 65 geeft de resultaten
weer van de eerste proef, waarbij we per 2,5 liter melk entten met
1cm?® van een ondermelkcultuur van stam 11, welke ongeveer
16 uur bij 37 °C gestaan had. Zoodoende waren er bij het in strem
zetten ongeveer 1.000.000 aérogenesbacterién per cm® melk aan-
Wez1g Voor de wijze van beoordeeling en onderzoek van de kaas
verwijzen we naar de eerste paragraaf van hoofdstuk IV.

De beide foto’s worden weergegeven door figuur 41. '

Het is dus inderdaad mogelijk met behulp van XNO, de vroeg
beginnende gasvorming in kaas geheel tegen te gaan. We zien dat
dit gebeurde zonder dat het KNO, een belangrijke invloed uit-
- oefende op het aantal gistingsbacterién. We kunnen aannemen, dat

de verschillen wel grootendeels veroorzaakt werden door de wijze -
~van tellen, waarbij we slechts met duplo’s van elke verdunning
werkten, Verder blijkt ook, dat we zooveel nitraat moesten toe-

1) Zic tabel 60 op bladzijde 103.



Figuur 41. Bestrijdiﬁg van vroeg-los met KINO,

no 41. melk geént met 1 cm?® cultuur van'stam 11 (A1) Los = 4

ne 42, melk geént met 1 cm“ cultuur van stam ll {A 1) en voorzien
van 100 g KNO-,, per 100 liter. Los = 0

_Figuur 42. Bestrijding van vroeg-los met KNO,

ne 43. Iﬁelk geént met 1 cm® cultuur van stam 21 (11}, Los = 4"

no 44 ‘melk geént met 1 amn® cultuur van stam. 21 (I 1}. en voorzien

van BOg KNOjy rer 100 liter, Los = 0 .
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' TABEL 65 Invleed van KNO; op de gasvarming in kaas
Na 24 uur:
Kaas Stam Tolt:{;];\gegd Beoor- | PNOs- " | Vocht Aantal Foto
deeling kal‘:;:;fh : pH o aero:gpcel:-e;l::;l:ltenén o
107 { 11{A 1) - 4 5,10 | 54,5 2.500.000
108 ! 11{A1) | 20g/100]1: 4 - 5,15 | 52,9 60.000.000
109 { 11(A D) - 4 520 {530 | 25.000.000
110 { 11{(A}) | 40¢g/1001 34 - 5,15 | 52,9 60.000.000
111 | 1T (A1} - ' 4-5 5,20 | 50,3 250.000.000
112 | 11 (A1) | 80g/1001 3 - 5,30 | 52,7 ]2.500.000.000
115 | 11 (A1) - 4 5,00 | 52,9 250.000.000 41
116 | 11(A1) [100g/1001 | o + 1540 | 542 | 25.000000 | 42

voegen, dat er gedurende de tijd dat de gistingsbacterién suiker
konden vergisten nitraat of nitriet aanwezig was. Als er na 24 uur
nog nitriet in het kaasvocht aanwezig was, dan was de pH van deze
kaas veel hooger dan die van een kaas bereid zonder toevoeging van
nitraat. Was het nitriet reeds eerder verdwenen, dan had het geen,
of bijna geen, invioed op de pH. De KNO,-toevoeging had bijna
geen invloed op het vochtgehalte. ' .

De pH-verhooging werd vercorzaakt door een remming van de
melkzuurgisting door het nitriet. Daar de melkzuurgisting hoofd-
zakelijk plaats heeft na de gisting door de los-positieve bacterién,
kan het nitriet, dat gedurende deze laatste gisting gereduceerd
wordt, ook niet veel invloed uitoefenen op de melkzuurgisting.
Daarom had de kaas, welke na 24 uur geen nitriet meer bevatte,
een normale pH. Vroeger hebben we namelijk reeds aangetoond,
dat er op chemische wijze niet veel nitriet kan verdwijnen bij deze
pH-waarden. :

De mogelijkheid bestond nog, dat de door de KNOg-reductie ge-
vormde basische stoffen invlced zouden kunnen uitoefenen op de
pH van de kaas. Schematisch kunnen we de KNOg-omzetting toch

weergeven volgens de vergelijking:
KNO, - NH,0H of NH,- R -- KOH.

We kunnen echter berekenen, dat de gevormde basische lichamen
niet veel invloed kunnen uitoefenen op de pH van de kaas.

Wanneer we 50 g KNO, per 100 liter melk toevoegen, ontstaat
er cen Y, mol KOH en een !f; mol van een NH,-verbinding. In
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100 liter melk komen echter + 4500 grammen lactose voor, die
53 mol melkzuur leveren. 1)

Tabel 66 geeft resultaten weer van eenige proeven, waarbij we
gebruik maakten van andere los-positieve stammen. Er werd weer
met 1 cm® per 2,5 liter melk ge&nt.

" TABEL 66 Invived van KN Oy vp de gasvorming in kans
Na 24 uur:
d
Pracf Kaas Stam To]eé&\-g:g iBeaor= | KNCh- ot Vocht | Aantal gistings- | Foto
decling | reactie P % bacteritn per g no
2 141 . 21 (1) - 5 ' 5,20 250.000.000
142 | 21 (I 1);.50gflo01 | 34 - 5,20 250.000.000
145 (21 (I1) - 4 5,05 60.000.000 | 43
146 | 21 (I1) | 80g/1001 0 -+ 5,55 10.000.000 | 44
3 121 | 37 (X2) - 4 5,15 6.000.000
122 | 37 (12) [ 25 g/1001 3 - 5,20 2.500.000
117 | 37 (12) - 4 510 | 53,9 | 6.000.000
118 | 37 (I2) | 50 g/1001} 0 + 5,35 53,9 | 25.000.000
4 119 {20 (k1) - 34 | 5,00 | 55,0 | 25.000.000
120 | 20 (11} |30g/1001 0 -+ 5,15 56,5 |250.000.000
5 | 1237} 39 (Ch - 34 : 5,10 § 52,2 60.000,000
124 | 39 (CI) |30 g/1001 0 4 5,45 54,1 13.000.000
6 | 13 [ 19(AD) - 3.4 520 | 553 | 6.000.000
114 ¢ 19(A1) [100g{1001 0o | + 5,60 | 58,7 250.000

Figuur 42 laat de beide foto’s zien. De verkregen resultaten van
deze vijf proeven komen volkomen overeen met die van de eerste
proef, vermeld in tabel 65. Alleen in het geval van proef 6 zien we
een vermindering van het aantalbacterién door de nitraattoevoeging.
Hier hadden we echter een groote overmaat nitraat toegevoegd,
zoodat er veel nitriet was overgebleven. In het vorige hoofdstuk
bleek, dat nitriet giftig begint te worden, zoodra de gistingsbacte-
rién geen suiker meer omzetten. Bij deze kaasjes werd er na ¢ uur
ongeveer geen suiker meer door de coli-aérogenesbacterién vergist,
zoodat het nitriet inderdaad kans had om daarna een daling van

) Van deze lactose komt maar cen klein deel i in de kaas terecht, maar dat ge]dt in
" gelijke mate voor het nitraat, ] IR
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het aantal bacterién te veroorzaken. Zooals blijkt was deze meestal
nog niet begonngn bij een normaal gebruik van KNQO,, waarbij er
maar weinig nitriet overbleef.

De gegevens van tabel 67 laten ook nog eens duidelijk zien, dat
het nitriet de eerste g-1o uur geen invloed uitoefende op de melk-
zuurgisting, welke conclusie we ook reeds konden trekken uit de
normale pH-waarden van kazen, waarbij we te weinig nitraat toe-
voegden, zoodat het nitriet reeds gedurende deze tijd gereduceerd
werd door de coli-agérogenesbacterién.

TABEL 67 Inv!aed van nilyaatioevoeging op de melkzunrgisting
Na 24 uur:
: Toegevoegd mg lactose

Kaas Stam 0 B N ENO.. 1a per 10 g kaas

: dece‘;?;g reacti; reaf:t:;:e pH ) Da 9§ wur 1)
115 11 (A1) - 4 . - 5,00 60
116 11 (A1) [160g/1001 0 + + 5,40 62
117 37 (02 - 4 - 5,10 70
118 |37 (1 2) | 50g/tool| 0 + + | 535 77

De hoeveelheid nitriet, welke overblijft na de coli-aérogenes-
gisting, veroorzaakt echter wel een veel langzamere melkzuurgisting,
hetgeen blijkt uit de veel hoogere pH en de positieve lactosereactie
na 24 uur, Dat reeds kleine hoeveelheden nitriet voldoende zijn om
de melkzuurgisting ernstig te hinderen, blijkt uit de gegevens ver-
meld in tabel 68, bij welke proeven we de melk niet geént hebben
met coli-aérogenesbacterién, maar wel voorzien hebben van een be-
paalde hoeveelheid KNO,,.

TABEL 68 Invloed van KNO; op de melkzimrgisting
' Na 24 uur .
Ka Toegevoegd KNO, . , mg lactose per IOg
= oct . . rH I lactosereactie 7 kaas na }uur g
139 - 535 -
140 | 5gfl001} 5,65 o R
135 - _ 5,30 _ -
- 136 10 gfiool 5,75 o+
181 S 5,30 - 154
132 20 gf1001 5,80 _ -+ N 164

1y In het begin is ongeveer 200 mg aanwezig. - <
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Bij de proeven, waarvan de resultaten vermeld worden in de
tabellen 65 en 66, was de melk met veel los-positjeve bacterién ge-
ent, namelijk met 1 cm3 cultuur per 2,5 liter. Reeds eerder zagen
we, dat binnen bepaalde grenzen de mate van vroeg-los tamelijk
onafhankelijk was van de grootte van de enting (zie tabel 37}. Bij
de proeven met nitraat bleek eveneens, dat bij een enting, die tien
' maal zoo klein was, er toch veel meer dan het tiende gedeelte van
het nitraat, dat bij de tien maal grootere voldoende was, toegevoegd
moest worden. Tabel 69 laat eenige resultaten zien van dergelijke
proeven. '

TABEL 69

Quer het verband tusschen de enting van de melk en de hogveelkeid nitraat,
' voldoende om het vroeg-los tegen te gaan

Getat T Na 24 war: | R Bij een[ enting
t [ cm?

Kaas Stam 2,51 nr::tr oelgﬁg:gd Beoor- | KNO,e Aantal gistings~ n‘f“ "f’]‘

: deeling | reactic | PP | bacteritnperg | doende %)
127 [11{A1}10,1 cm® - 4 5,10 2.500.000
128 [11(A1)|0,1cm® | 10g/1001! 3 | - [505 | 60.000.000 |100g/1001
120 [11AD) | 0leme | = 34 1510 | 2.500.000
130 {11 (A1) |01 cm® | 20g/1001] O | - |50 | 2500.000 |100/100}
158 21(X 13|00l em®* | - - ‘5 5,10 |250.000.000
152 121 (1-1}| 0,1 cm® | 20g/1001| 4 | - |510 |250.000.000 | 80gft001
137 |37(1 2){ 0,1 cm®, - 1 4 5,10 | -~ ,
138 [37(1 2)|0,lem® [ 20g/10017) 84 | - 5,10 - 50 gf1001

Bij kaas no 130 was aan de melk de ideale hoeveelheid KNOy
toegevoegd. De los-positieve bacterién hebben toen, gelijk met de
laatste hoeveelheid suiker die zij konden verwerken, ook de laatste .
hoeveelheid nitriet gereduceerd, zoodat er geen nitriet overbleef.
Hierdoor is er ook geen pH-verhooging ontstaan.

Om.bij het kaasmaken een eenigszins behoorlijke infectie van de
~ melk met los-positieve bacterién onschadelijk te kunnen maken
moet er ongeveer 2040 g KNOy per 100 liter gebruikt worden. Deze
hoeveelheden komen overeen met die, welke ook in de litteratuur
worden aangeraden. ScHLAG (1930} geeft aan, dat men 30-508 -
KNO, per 100 liter moet gebruiken, maar MERGKER (1933). vindt

20-30 g reeds voldoende. Het zal natuurlijk ook veel afhangen van

1) Zie tabel 65 en 66 en figuur 41 en 42. -
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de omstandigheden, waaronder men kaas maakt. Er zijn echter aan
het gebruik van nitraat vele nadeelen verbonden. Het bleek, dat
we hiermede het vroeg-los kunnen tegengaan, maar daar de coli--
aérogenesbacterién ongehinderd kunnen doorgroeien, kunnen we met
dit middel niets doen tegen de door deze bacterién veroorzaakte
gistingssmaak. Daar we de grootte van de infectie niet kennen, zal
eT in de meeste gevallen nitriet overblijven, welke stof reeds in zeer
kleine hoeveelheden in ernstige mate de melkzuurvorming belem-
mert, zoodat de kazen een te hooge pH krijgen. HtTr1c (1933) en
HAGLUND, SANDBERG en BARTHEL (1933} wezen ook reeds op de
pH-verhoogende werking van nitraattoevoegingen.

Behalve dat het resteerende nitriet remmend op de melkzuur-
gisting werkt, kan het in kaas ook aanleiding geven tot verkleurin-
gen. Zijn er geen gistingsbacterién aanwezig, waardoor er dus in de
kaas nitraat overblijft, dan kunnen deze verkleuringen aan de bui-
tenkant van de kaas evengoed optreden, doordat tijdens bet bewaren
" het nitraat gereduceerd wordt tot nitriet door zich op de korst be-

vindende bacterién. Zoo ontstaan dan de zoogenaamde salpeter- -

randen (BOERHOUT, VAN DAM en vAN BEYNUM (1926)). Het nitriet
reageert met bepaalde bestanddeelen van het eiwit, waardoor er
geklenrde producten ontstaan. In het VIIe Zuiveljaarboek geven
de schrijvers aan, dat er, bij een gebruik van meer dan 30 g KNO,
per 100 liter melk, kans is op de vorming van salpeterranden.

Uitgaande van de hoeveelheden nitraat, welke bij deze proeven
' noodig waren om het vroeg-los tegen te gaan, konden we bepalen
hoeveel suiker de los-positieve bacteri#én in onze kaasjes konden
vergisten: We vergeleken de hoeveelheden nitraat met die welke
we gebruikten bij de weicultures. Daar we met behulp van suiker-
bepalingen hadden nagegaan hoeveel lactose onze stammen in een
bepaalde tijd in wei konden vergisten, konden we berekenen, dat
de los-positieve bacterién van de ongeveer 3,9 9% suiker in het kaas-
vocht 0,2-0,3 % vergisten onder de bij onze proeven heerschende
omstandigheden. '

§2. DE WERKING VAN KNO, .

Geleid door zijn verkeerde opvatting over de werking van XNQ,,
stelde Wojrkiewicz (1933) het gebruik van XNO, voor. Een ver-
vanging van KNO, door KNO, heeft echter geen zin, daar beide
middelen op dezelfide manier werkzaam zijn en het nitraat meer
waterstof kan accepteeren dan het nitriet. :
- Aan het gebruik van nitriet zijn zoo mogelijk nog grootere na-

.deelen verbonden daar er, bij een overschatting van de infectie met
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gistingsbacterién, veel nitriet overblijft, waarvan de nadeelige
werking ons uit de vorige paragraaf reeds bekend is. We hebben
echter toch eenige malen proeven genomen met KNO, om aan te
toonen, dat men ook met dit middel vroeg-los in kaas kan bestrijden
zonder de ontwikkeling van de coli-aérogenesbacterién te schaden.
De proeven werden op dezelfde manier uitgevoerd als die beschreven
in de vorige paragraaf. De melk werd geént met 1 cm?® cultuur per
2,5 liter. De resultaten van deze proeven worden weergegeven door
tabel 70 en gedeeltelijk ook nog door figuur 43.

TABEL 70 Invloed van KNO, op de gasontwikkeling in kaas
Na 24 uur:
Proef | Kaas Stam Toegevoerd
KNC, Beoor- |. Vi KNO,- | Aantal gistings- | Foto
deeling | P reactie | bacteritnperg| no

1 s lavayy - - | ¢ |50
124 |21 (11) | 50g/1001.[- 3 ! 510 -

147 |21 (1D R 4 |50 | 60.000.000 | 45
48.]21 (11) [80g/to01 | O § 555 | 4 | 10.000.000 | 46

2 149 1 37 (12) - 4 | 505 60.000.000
150 | 37 (I2) | 50 g/1001 0 | 5350 + 60.000.000

We zien dat de hoeveelheid nitriet, die door de gistingsbacterién
kon worden gereduceerd, niet remmend werkte op de melkzuur-
gisting. De overmaat nitriet veroorzaakte echter wel een flinke pH-
verhooging. Wat het tegengaan van vroeg-los betreft, werkt nitriet
op volkomen dezelfde manier als nitraat, hetgeen op grond van de
proeven beschreven in het vorige hoofdstuk ook te verwachten was.

§3. DE WERKING VAN KCIO,

Op dezelfde wijze als die beschreven in de vorige paragrafen, heb-
ben we ook de werking van KClO, bestudeerd. Alleen namen we veel
kleinere hoeveelheden, daar bij de oriénteerende proeven bleek, dat
chloraat veel meer invloed uitoefende op de gasvorming dan nitraat
of nitriet. Het chloraat werd bij het in strem zetten toegevoegd als
een steriele !/, % KClOg-oplossing. Tabel 71 geeft de verkregen resul-
taten weer. We entten met 1 cm® cultuur per 2,5 liter melk. -

De figuren 44 en 45 geven de gemaakte foto’s weer.- .

Bij deze infectie kunnen we met 2 g KCIO, per 100 liter melk het
vroeg-los geheel tegengaan, waarbij ook de ontwikkeling van de



‘Figﬁuf 43. B.es;trijding van vroeg-los et KNO,

no 45.. melk geént met 1 cm? cultuur van st’aﬁl 21 (I 1), Los =4
no 46 melk geént met | cm® cultuur van stam 21 (I 1) €n voor-
L zu:n van 80 g KNO, per 100 hter Los = D



Figuur 44

Bestrijding van vroeg-los met
KGO, . - _
‘1o 36 melk geént met 1 cm?

cultuur van stam4 (1 1)
Los = 4
no 35 melk geént met 1 cm3 -
cultuur vanstam4 (I 1)
en voorzien van 2 g
KCIG, per 100 liter.
" Los =40 s

Figuur 45

Bestrijding van vroeg-los met

KCIQ,

no 39 melk geént met 1 cim?
cultuur van stam 11
(A1). Los = 4

no 40 melk geérit met 1 ¢m?

© - cultner van stam 1}
(A1) en voorzien van .
2g KCIO, per 100 1i-
ter.Los =0 -
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TABEL 71 Inviced van KClOg op de gasvorming in kaas '
" Na 24 var:

Ka Stam segevoegd — mg lactose

T | ROl e |V e | T | e
87 |37 (1 2) - 4 5,30 | 51,5 | 60.000.000 82,0 na 10 uur
88 |37 (12)] $g/1001 ] 1-2 {525 | 504 |  2.500.000 81,0 ,, 10 ,,
89 |39 (CDH - 4 540 | 54,5 | 600.000.000 11-3,8 na 9uur
90 |30 (Cl) | 1g1001| 1 |545 |524 - 250.000 1026 ,, 9 ,,
91 {211 1) - 4 |540 | 508 | 60.000.000 81,2 na 93 uur
92 21 (I 1)} lg/iool 1 [545 | 53,1 130.000 86,7 ,, 9%
93 |11 (Al) = 5 5,45 | 51,1 [2.500.000.000 -

94 |11 (A1) {14 gfl1001 1-2 | 545 | 49,0 25.000.000 -

31 |11 (D) - 4 |520 | 50,9 | 600.000.000 96,0 na 10 uur
82 |11 {Al)| 2g1001| O 515 |504 6.000 108,0 ,, 10 ,,
8 | 4(1 1) - 4 |5,05 {532 | 250.000.000 | 36 -

86 4{IN1! 2g/to01| 0 |503 [ 504 6.000 | 35 -

97 |20 (L 1) - 4 1535 | 52,1 | 250.000.000 90,9 na 9 uur
98 (20 (1 1)) 2g/1001| O |535 | 518 60.000 85,4 ,, 9% ,
99 |'19 (A1) - 4 525 | 51,3 60.000.000 69,8 na 9 uur
100 |19 (A1) | 2g100t| 0 35320 |5L7 2.500 69,8 ,, 9 ,
101 5(I 1) - 4 | 530 |-50,9 25.000.000 71,2 na 9% uur
102 5(11| 2 g/1001 0 5,30 | 50,8 6.000 73,9 ,, 9% ,,
108 |11 (A1) - 4 | 530 1520 | 250.000.000 | 39 -
104 |11 (A1) | 2g/1003 | 0 |[525 [528 2.500 | 40 -

gistingsbacterién in sterke mate belemmerd wordt. Door de KClO,-
reductie, welke zoo giftig is voor de coli-aérogenesbacterién, werden
de melkzuurbacterién niet gehinderd, hetgeen we kunnen zien aan
de pH-waarden en de resultaten van de lactosebepalingen. Ook is

er ge
verschillen zijn hier toevallig. Doordat de bijde KClO;

en invleed op het vochtgehalte waar te nemen, De eventueele
-reductie ont-

staande tusschenproducten zoo giftig zijn voor de coli-aérogenes-
bacterién, kunnen we met dit middel, behalve het vroeg-los, ook de ‘

1) ¥n het begin is ongeveer 200 mg lactose aanwezig.



116

door deze bacterién veroorzaakte gistingssmaak bestrijden.

Werd er aan de te verkazen melk te weinig KClO, toegevoegd,
dan zagen we, dat de kazen weer meer gistingsbacterién bevatten
en dat daardoor ook een geringe gasontwikkeling had plaats gehad.
Het KCIO; werd dus ook in de kaas gereduceerd tot een niet-giftig
eindproduct.

In het litteratuuroverzicht op bladzijde 73 werd er op gewezen

dat Hurric (1933) reeds enkele proeven had genomen met KCIO,.
Hij bestudeerde echter niet de wijze, waarop chloraat invloed uit-
“oefent op de gasvorming van de los-positieve bacterién. Daardoor
ontdekte hij ook niet, dat van dit middel veel minder behoeft te
worden gebruikt dan van nitraat. Hij constateerde slechts, dat met
50 g KCIO; per 100 liter -het vroeg-los volkomen kon worden be-
streden.

§ 4. WELK MIDDEL IS NU HET MEEST AAN TE RADEN?

Uit de proeven beschreven in de vorige paragrafen bleek, dat met
nitraat, nitriet en chloraat het vroeg-los kan worden bestreden.
Echter zagen we ook, dat aan het gebruik van nitraat en nitriet
vele nadeelen verbonden zijn en dat we met deze middelen de door
de coli-aérogenesbacterién veroorzaakte glstmgssmaak niet konden
~ tegengaan. Voor zoover we konden nagaan zijn aan het chloraat-
gebruik geen nadeelen verbonden. Het blijft mogelijk dat het nog
invloed op de rijping van de kaas zal unitoefenen, alhoewel we dit
niet waarschijnlijk achten, daar de melkzuurgisting ook geen hinder
ondervindt van de chloraatreductie. Om in de practijk het vroeg-los
tegen te gaan kunnen we het gebruik van chloraat ten volle aan-
bevelen. Waarschijnlijk zal dan met een toevoeging van 1 g XCIO;
_per 1oo liter melk kunnen worden volstaan. Volgens het Kaasbesluit
is het echter verboden om een andere stof dan nitraat te gebruiken.
Het zou in hooge mate wenschelijk zijn, dat proeven in het groot
" met kaliumchloraat werden genomen om de uitwerking van deze
toevoeging in het bedrijf te kunnen bestudeeren. Wij kunnen de
resultaten van deze proeven met vertrouwen tegemoet zien en be- '
twijfelen niet, dat een herziening van het Kaasbesluit het gebruik
van deze stof als voorbehoedmiddel tegen vroeg-los spoedig mogelijk
zal maken.



SAMENVATTING

. Bij ons onderzoek over de vroeg beginnende gasvorming in kaas,
door ons vroeg-los genoemd, hebben we ons beperkt tot een be-
studeering van de werkzaamheid van de coli-aérogenesbacterién,
daar het vroeg-los in de meeste gevallen door deze bacterién wordt
veroorzaakt. Verschillende typen dezer bacterién werden door ons
geisoleerd en met behulp van een lebgistingsproef bleek, dat de
colitypen en sommige intermediaire typen, ofschoon wel in staat
lactose te vergisten onder zuur- en gasvorming, onder de bij deze
proef heerschende omstandigheden geen gas konden vormen. De-
zelfde typen waren ook niet in staat veel gas uit wei te vermen. Met
behulp van een lebgistingsproef met synthetische ondermelk, welke
geen citroenzuur bevatte, konden we aantoonen dat het citroenzuur
in de melk de bovengencemde typen belet om gas te vormen bij de
genoemde lebgistingsproef. De typen die geen gas produceeren kon-
den zelfs de gasvorming door de andere typen verhinderen. Met be-
hulp van de lebgistingsproef hebben we onzestammen onderverdeeld
in los-positieve en los-negatieve. Met eenvoudige gistingsproeven
met lactosegistwater konden we aantoonen, dat citroenzuurtoe-
voeging bij de los-negatieve typen de gasvorming uit lactose onder-
drukt. Na het verdwijnen van het zuur kan er weer gas gevormd
worden. Het citroenzuur treedt bij de suikervergisting op als water-
stofacceptor en gaat daarbij, waarschijnlijk via oxaalazijnzuur,
appelzuur en fumaarzuur, over in barnsteenzuur. Hierdoor zetten
de los-negatieve typen de suiker anders om, waardoor er geen gas
gevormd wordt. Het citroenzuur wordt door de los-positieve typen
niet gebruikt om met behulp hiervan de suiker zonder een noemens-
waardige gasproductie te vergisten. Toevoeging van dit zuur ver-
groot juist de gasproductie van de los-positieve bacterién uit lactose,
daar ze na eenige tijd ook het c1troenzuur vergisten onder de vor-
ming van gas.

Wordt er veel citroenzuur toegevoegd dan gebruiken de los-
negatieve bacterién waarschijnlijk niet al het zuur om de lactose
zonder gasvorming om te zetten, maar vergisten ze ook een deel
ervan, waardoor de gasproductie weer toeneemt. Dit kon aanneme-
lijk worden gemaakt door te wijzen op het verschijnsel, dat bij een
citroenzuurtoevoeging van 0,05 % aan lactosegistwatercultures van
los-negatieve stammen het begin van de gasvorming ongeveer even
lang werd uitgesteld als bij een toevoeging van 0,20 % en dat de



118

weer beginnende gasproductie door deze typen uit lactosegistwater
~ soms bij een toevoeging van 0,20 % grooter was dan die bij een toe-
voeging van 0,10 %. Bovendien konden colibacterién, die eenige tijd
. gegroeid waren in een vloeistof welke lactose en citroenzuur bevatte,
bijvoorbeeld wei, zich daarna ontwikkelen in de citraatvloeistof van
KosER.

Bij proeven met kaas bleek, dat de typen die bij de lebgistings-
proef geen los konden veroorzaken, daartoe ook niet in staat waren
. in kaas. Het vroeg-los in kaas kan dus als regel alleen veroorzaakt

worden door de aérogenes-cloacaetypen en door sommige inter-
mediaire typen. We vonden ook, dat het vroeg-los, veroorzaakt door
de los-positieve typen, minder werd door een medeaanwezigheid van
los-negatieve bacterién. In kaas bleven de los-negatieve bacterién
echter veel langer in leven dan de andere. We konden aannemelijk
maken, dat het citroenzuur bij deze proeven met kaas dezelfde in-
vloed uitoefende als bij de proeven met vloeistofcultures,

Met behulp van lebgistingsproeven konden we aantoonen, dat
KNO,;, KNO, en KClO, de gasvorming door de los-positieve typen
belemmeren, terwijl KBrQ, en K,8,0; geen invloed hierop uit-
oefenen. Met behulp van gistingsproeven in wei hebben we nader
de manier bestudeerd, waarop deze stoffen invloed uitoefenen op
de gasproductie. Kaliumnitraat bleek de gasvorming tegen te kun-
nen houden, waarbij deze stof werd gereduceerd, eerst tot nitriet,
later tot hydroxylamine. Zoolang de bacterién in de cultuurvloeistof
suiker omzetten, verbindt het hydroxylamine zich met de daarbij
gevormde ketozuren tot oximinozuren, welke verbindingen, na een
reductie tot aminozuren, worden gebruikt bij de assimilatie. Heeft
er geen assimilatie meer plaats, dan wordt de rest van het hydroxyl-
amine verder gereduceerd tot NH,OH. Gedurende dit laatste proces
sterven de bacterién, die van al de overige reducties en reacties geen
last ondervinden, af. Door deze reducties, waarvoor de waterstof
van de suikerdissimilatie gebruikt wordt, wordt het de bacterién
onmogelijk gemaakt veel gas uit de suiker te vormen. KNO, werkt-
op dezelfde manier als KNO,. KCIO4 bleek de gasvorming van de
los-positieve typen veel beter te kunnen belemmeren. Het KCIO;
wordt daarbij waarschijnlijk gereduceerd tot KCl. Behalve door zijn

“ werking als waterstofacceptor, houdt het KClQ, de gasvorming ook
nog tegen, doordat er bij de reductie tusschenproducten ontstaan
die de bactene-ontmkkelmg belemmeren. Als deze reducties afge-
loopen zijn kan de gasvorming beginnen. Met behulp van deze drie
stoffen konden we het vroeg-los in kaas tegengaan. We moesten

. zooveel nitraat, nitriet en chloraat toevoegen, dat de gasvorming
~door de los-positieve glstmgsbactenen door de plaats hebbende
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reductieprocessen werd uitgesteld tot het moment, dat de gasvor-
ming door de melkzuurbacterién voldoende onderdrukt kon worden,
2 g KClO, had daarbij dezelfde uitwerking als 50-80 g KNO, of
KNO,. Bij het gebruik van KNO, en KNO, deden zich nog onge-
wenschte pH-verhoogingen voor, doordat het nitriet in ernstige
mate de melkzuurgisting belemmerde. Doordat de ontwikkeling van

de coli-aérogenesbacterién in kaas niet werd geschaad door deKNOy-
en KNO,-toevoegingen, konden we met deze middelen echter niet
de door de coli-agrogenesbacterién veroorzaakte gistingssmaak be-
strijden. Voor zoover we konden nagaan waren aan het gebruik van
KClO, geen nadeelen verbonden en daar de bij de KC10,reductie
ontstaande verbindingen zeer giftig zijn voor de. coli-aérogenes-
bacterién, konden we met dit middel wel de gistingssmaak bestrij-
den. De melkzuurgisting ondervindt echter geen hinder van deze .
reductie. We raden dan ook KClO; aan voor de vroeg-losbestrijding
in kaas en voor de practijk zal een toevoeging van I g per 100 liter
melk wel voldoende zijn om onder alle omstandigheden het vroeg-los
tegen te gaan. Het is te hopen, dat een uitgebreide proefneming in
de practijk zal kunnen worden genomen om dit resultaat te be-
vestigen. o R

SUMMARY.

In our investigation on the early production of gas 1n cheese,
indicated by us as ,,blowing”, we have limited ourselves to a study
of the action of coli-aerogenes bacteria, as the phenomenon of
blowing in early stages in most cases is caused by this group of
bacteria. We have isolated a great many of these strains and ina
combined fermentation and curdling test in milk it appeared that
the colitypes and some intermediate types, although able to _ff,:rment_
lactose with the production of acid and gas, un-der the conditions of
this experiment did not produce any gas. Neither were they able
to produce a considerable amount of gas from whey. By means of
the same test in synthetic skim milk, which did not contamn any
citric acid, we could prove that it is this acid in milk which prevents

the latter types from producing gas in the above test. The types
which do not produce any gas could even prevent the prodgc-téog
of gas by the other types. By means of this test we have subdivi e1

our strains in blowing-positive and blowing-negative ones. A simp ‘;
- fermentation test in yeastwater-lactose proved that a supply -©

citric acid prevents the production. of gas from lactose by the
blowing-negative types. After the acid has disappeared gas.1s again
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produced. The citric acid evidently acts as a hydrogen acceptor and,
presumably via oxalic, malic and fumaric acids, is reduced to
succinic acid. As a result the blowing-negative types decompose
the sugar present in such a way, that no gas is produced. The
blowing-positive types, however, do not use citric acid in a similar
manner. On the contrary the addition of this acid increases the gas
production from lactose by these types, for, shortly after the be-
ginning of the fermentation, they take to ferment the citric acid
as well, giving an additional gas production.

When this acid has been glven in abundance, the blowmg-nega,-
tive bacteria do not use all of it in changeing the decomposition of
the lactose; but they also will take to ferment part of it, so that
an increase in gas production occurs. This conclusion was drawn
from the fact that, testing these strains in yeastwater-lactose with
0,05 % citric acid, the beginning of gas production was postponed

for about the same lapse of time as when 0,20 % was given, and
that the gas production was sometimes higher with o,20 9, than
with 0,10 %. Moreover colibacteria which had developed for some
time in a liquid containing lactose and citrate, such as whey, were
able to grow in Koser’s citrate solution.

In experiments with cheese it appeared that the types which
.could not induce the phenomenon of blowing in the fermentation-
curdling test, neither could do so in cheese. Thus the blowing in
cheese can as a rule be merely caused by the aerogenes-cloacae types
and by some intermediate ones. Moreover we found that the blowing
caused by blowing-positive types decreased when negative strains
were also present. In cheese the blowing-negative types kept alive
much longer than the others. We could furnish evidence that the
citric acid in these cheese tests acted in the same way as in the
experiments with liquid cultures.

By means of fermentation tests we could ascertain that KNOs,
KNO, and KCIO; prevent gas production by blowing-positive types,
whilst XBrQ,; and Kzngs do not. By these tests we have sindied
more closely the way in which these substances inhibit gas forma-
tion. KNQ, appeared to be reduced, first to nitrite, subsequently
to hydroxylamine. As long as the bacteria convert sugar in the -
culture solution, this hydroxylamine combines with keto-acids,
produced in this decomposition, forming oximinoacids. The latter
compounds, after a reduction to aminoacids, are assimilated. When
no further decomposition occurs, the remaining hydroxylamine is
reduced to ammonia. During the latter process the bacteria, which
are not damaged by previous reduction processes, die off. These
processes, in which hydrogen from sugar dissimilation is used, render
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it impossible for the bacteria to produce much gas from sugar. KNO,
acts in the same way as does KNO,. KCIO, however, appeared to
prevent gas production by the blowing-positive types much more
efficiently, thereby being reduced, probably to XCl, Safe by itsaction
as a hydrogen acceptor, KCIO; also inhibited gas production be-
cause, along with the reduction, intermediate products occur, which
prevent the development of bacteria. As soon as these reduction
processes have come to a close the production of gas starts.

By means of adding these salts to the milk we could check the
blowing phenomenon in the cheese made therefrom. We had to add
nitrate, nitrite or chlorate in such amounts that the gas production
from lactose was put off by the occurring reduction processes untill
the moment in which gas production could be sufficiently checked
by the lactic acid bacteria. 2 g of KClO; added to 1oo 1 of milk
acted as strongly as 50-80 g KNQ, or KNQO,. When the latter sub-
stances had been supplied an unfavourable increase in pH occurred,
as the nitrite strongly impedes the lactic acid fermentation. As the
development of the coli-aerogenes bacteria in cheese was not hamper-
ed by the supply of KNO; or KNO, we could not by these means
combat the fermentation taste caused by these bacteria. As far as
we could ascertain, the use of KCIO, does not cause any harm and
as the compounds which are formed during the reduction of KCIO,
are very toxic to coli-aerogenes bacteria, we could successfully pre-
vent the fermentation taste by means of this salt. The lactic acid
fermentation, however, was not impeded by this reduction. We can
recommend KClO; as a successful means of preventing the blowing
of cheese. Under practical conditions the addition of r g to 1001
of milk may prove sufficient. It is to be recommended that an
extensive experiment under practical conditions be put up in order
to substantiate these results. .
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WOJTKIEWICZ, Centr. f. Bakt. II, 87, 349 (1932-1933), .
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Het door van BEYNUM en PrrtE opgestelde schema van de wijze
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VAN BE¥YNUM en PETTE, Versl. Landb. Onderz. 44, 207 (1938).
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‘I'en onrechte beweren KNUDSEN en JENSEN, dat men met behulp
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door bacterién wordt veroorzaakt of van chemische aard is. :

KNUDSEN en JENSEN, Le Lait 13, 708 (1933),
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Om de kwaliteit van de rauwe melk te beoordeelen is de bepaling.
van het kiemgetal een betere methode dan de bepaling van de colititer.
SMIT c.;., Handelingen van het Genootschap ter bevordering van

Melkkunde, 1937, 11,
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het melkvet, bijvoorbeeld bepaald door het dilatometercijfer van de
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X

Om tot juiste maatregelen te komen inzake de verbetering van
ons rundvee, dient meer dan tot dusver gebruik te worden gemaakt
van de wiskundige verwerking van de gegevens, die door stam—
boeken en fokvereenigingen verza.meld zijn.

XI

Behalve op het gebied van de zuivelbereiding wordt door de
Lz.a..ndbouw‘hoogeschool te weinig aandacht besteed aan het onder-
wijs in de industrieele verwerking van landbouwproducten.

XII

Kahumclﬂoraat is een beter m1ddel om de Vroeg begmnende gas—
vorming in kaas te bestrijden dan kaliumnitraat.
Dit proefschrift, hoofdstuk VI.



