Badania nad mikroflorag mlek polskich.
(Recherches sur la microflore des laits polonais).

Napisala
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Z posréd licznych przemian, zachodzgcych w mleku pod wply-
wem dzialania bakteryj, jedng z najbardziej znanych jest fermentacja
cukru mlecznego, przyczem powstaly przy tem kwas mlekowy powo-
duje $cinanie sie sernika, czyli t. zw. samorzutne zsiadanie sig¢ mleka.

Wedlug najdawniejszych pojeé uwazano, ze proces ten odbywa
sic pod wplywem kazeiny, ktére] nadawano wlasnosci enzymu.
Dopiero Pasteur ustalit w r. 1857, ze tym czynnikiem wywolujg-
cym fermentacje jest pewien zywy organizm, ktéry nazwal ,,ferment
lactique*.

Pierwsze czyste kultury bakteryj kwasu mlekowego zostaly wy-
odrebnione przez Lister’a (9) w roku 1878 i opisane pod nazwg
Bacterium lactis acidi, jako podwdjne, nieruchome matle paleczki, nie
tworzagce spor, Gramdodatnie.

Dalej Hiippe (6) podaje opis wyizolowanej przez niego z kwa-
énego mleka bakterji, ktéra $cinala mleko w przeciagu 15 - 24 godzin
z wytworzeniem gazu. Jest to nieruchliwa paleczka 1—17 p. X 0-3—04p,
Gramujemna, nazwana przez Hiippe'go Bact. acidi lactici.

W roku 1885 Escherich (3) znalazt w przewodzie pokarmo-
wym ludzi i zwierzat pewien gatunek wytwarzajgcy kwas mlekowy.
Opisane przez niego pod nazwa Bacterium lactis aérogenes bakterje,
uwaza jednak za identyczne z Bacterium acidi lactici Hippe'go,
pomimo znacznych réznic morfologicznych i fizjologicznych.

Dalsze badania w tym kierunku prowadza Giinther i Thier-
felder (4), Grotenfelt (5), Leichmann (10), Weigmann (19)
i caly szereg innych badaczy, ktérzy przewainie opisujg bakterje
nalezace do jednego typu, nadajac im jednakze réine nazwy.
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Obecnie ustalil si¢ poglad, ze gléwnym czynnikiem przy fermen-
tacji cukru mlekowego w mleku sg bakterje, ktére Lohnis (8) Iaczy
pod nazwa Sireptococcus lactis Lister, Beijerinck (1) pod nazwg
Lactococci, a Weigmann (20) podaje pod zbiorowg nazwa Strepto-
coccus lacticus. Sg to opisane przez Listera, Leichmanna, Giin-
thera, Thierfeldera i innych bakterje, ktére wystepujg w po-
staci pojedynczych i podwoinych krétkich paleczek, ktére sie ukladaja
takze i w lancuszki; spor nie tworza, sa nieruchome, Gramdodatnie
i powodujg rozklad cukru mlecznego z wytworzeniem tylko prawo-
skretnego kwasu mlekowego wedlug wzoru

C,eHy 0y, -+ H,O = 4 CH O,

Druga, podrzedniejsza role przy $cinaniu si¢ mleka stanowia
bakterje typu Bacterium acidi lactici Hiuppe, ktore przy rozkladzie
cukru wytwarzajg oprécz kwasu mlekowego kwas octowy i inne
poboczne produkty, jak $lady alkoholu etylowego, CO,, H, i t. p.,
przyczem sg Gramnegatywne.

Zadaniem tej pracy bylo zbadanie, czy bakterje, biorgce gléwny
udzial w procesie Scinania sie mlek polskich, sg identyczne z opisy-
wanemi dla mleka w $rodkowej, zachodniej i pélnocnej Europie
i oznaczenie ich cech.

Jako zrédta dla izolowania tych ostatnich uzywane byly mleko
krowie i $mietana, ktérych liczne prébki pobierano z réznych okolic
Warszawy i innych miejscowosci Polski w ciggu calego roku. Jako
pozywki dla wyodrebniania bakteryj stuzyly zelatyna i agar na ser-
watce, otrzymane] ze $wiezego odtluszczonego mleka przez Sciecie
sernika zapomoca podpuszczki. Do szalek z agarem i zelatyng doda-
wano CaCO, w celu latwiejszego uwidocznienia kolonij, wytwarzaja-
cych kwas. Wyodrebnione ze $mietany i kwasnego mleka bakterje,
byly przeszczepiane na sterylizowane mleko i pod uwage brano tylko
te kultury, ktére $Scinaly je conajmniej w ciggu 5—7 dni w t° 25°.

W celu poréwnania wyizolowane szczepy byly nastepnie prze-
noszone na nastepujgce pozywki:

Agar na wodzie - 29, laktozy -+ 1Y/, peptonu; zelatyna - 2",
laktozy - 1%/, peptonu, marchew, kartofle, serwatka.

Do wyodrebniania bakteryj uiywane bylo mleko kwasne 1-o,
2 u, 4-0, 6-cio dniowe, a takie takie, ktére stalo dluzszy czas, 7—14
dni. Przytem robione byly badania nad takiem, ktére sig¢ $ciglo w t°
pokojowej, a réwniez i w temperajurach 26° 30° i 35° C.

W t° 35° wystepowaly tylko bakterje typu Aérogenes, Coli i im
pokrewne, ktére zwykle mleka w ciggu kilkunastu godzin nie Scinaly.
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W mleku zsiadlem w t° pokojowej, w 25° a poczesci i w 30°C,
a takze w $mietanie, wystepowal tylko jeden typ bakteryj: Gram-
dodatnie, pojedyncze i podwdine paleczki, ukladajace sig tez i w lan-
cuszki, w ktérych przybieraja czasem postaé wiecej okragla.

Na zelatynie (szalka) tworzg male biale kolonje, rozpuszczajace
CaCO;. Pod mikroskopem kolonje te sg z6lte o brzegach réwnych,
okragle, o réwnomiernej ziarnistosci. Wzrost powolny. Na agarze
kolonje glebiej polozone — soczewkowate, powierzchniowe okragle.
Na zelatynie wzrost réwnomierny wzdluz naklucia, na powierzchni
lekki nalot. Na agarze skosnym wzrost staby, po kilku dniach do-
piero biala kolonja sucha, o brzegach réwnych. Na pozywkach z ser-
watkg wzrost szybszy niz na podlozach bezserwatkowych. Na marchwi
i kartoflach nie rosna. Mleko sterylizowane $cinajg w t° 25° w prze-
ciggu 17—24 godzin, w postaci jednolitej galaretowatej masy. Nie
tworza gazu.

Opierajac sie na tem, ze jedne typy wystepujg gléwnie w postaci
poiedynczych i podwéinych paleczek, inne tancuszkéw, a inne jeszcze
tworza normalnie obok pojedynczych i podwéjnych paleczek réwniez
lancuszki, mozna bylo rozréinié 3 szczepy, ktére oznaczymy Nr. |,
I, ll. Do pézniejszych doswiadczen byly uzyte trzy typy szczepu l,
Nr. la wyizolowany z siadlego mleka, Ib i Ic ze Smietany; szczep
Nr. Il ze $mietany i dwa typy szczepu Nr. lll, llla i IlIb z mleka.

Ponizsza tabelka podaje rozmiary wyizolowanych szczepéw, po-
niewaz roznig si¢ one prawie wylgcznie rozmiarem od typow bakteryj
mlecznych w lLiteraturze opisywanych.

Rozmiar w | zywych bakteryj, uzytych do doswiadczen:

Nr. Ia | Ib ; le ] Il Illa b
125—165 | 125—165 1'25—1'65 1-85—210 1'00—1-45 1:25—1'65
X X X X X X
080—125 | 080—1-25 080 -1-25 0-80 080—1-25 0-80—1-25

c-f & . ve - g poiedyncze, podwdjne
pojedyncze i podwdjne | lancuszki { Llenasial

Wyodrebnione bakterje moina zatem uwazaé za jedne z przed-
stawicieli typu Streptococcus lactis (Lister) Lo hnis, inaczej Bacte-
rium lactis acidi Leichmann, gdyz tak pod wzgledem morfologicz-
nym, jak zwlaszcza fizjologicznym, odpowiadajg opisanym pod tg
nazwg bakterjom. Rézinica polega wlasciwie jedynie na wydluzonej
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ich postaci, zblizonej wigcej do ,,Bacterium® niz do ,,Coccus, zwlaszcza
w typie IL

Co do ilosci wytwarzanego przez typowe bakterje kwasu mle-
kowego, dotychczasowe badania wykazaly cyfry bardzo nieznaczne,
gdyz juz niewielka jego zawarto$é¢ w pozywce wplywa hamujgco na
rozwdj i wlasnosci fiziologiczne bakterii.

Timpe (17) w swych doswiadczeniach z Bacterium acidi lactici
Hippe wykazal, ze jeden i ten sam szczep zaleznie od podloia,
na ktérem jest hodowany, wytwarza rézne ilosci kwasu. W obecnosci
cial neutralizujgcych, jak np. fosforanéw i kazeiny, ilos¢ kwasu
w mleku dochodzita do 0'6%,, podczas gdy na poiywce zawiera-
jacei 5%, cukru i s6l amonowa, jako Zrédlo azotu, nie przekraczala
0°04°/,.

Wyizolowany przez Schweitzera (14) z kwasnego mleka ga-
tunek, wytwarza w sterylizowanem mleku 0'585%/, kwasu mlekowego.
Bakterje te identyfikuje Schweitzer z opisanym przez Giinthera
i Thierfeldera typem. Tymczasem Schierbeck (13) podaje
07°, kwasu dla znalezionego w mleku Bacterium Giintheri. Wedtug
Rahn'a (12) 05°%, wplywa wyrainie hamujagco na dalszy rozwdj
Bacterium lactis acdi.

Wedlug Dam’a (2) proces fermentacyjny zostaje wstrzymany,
gdy koncentracja kwasu mlekowego dochodzi do 0°01 n. Co do ilosci
jonéw wodorowych, ktére wplywajg hamujaco na dalszy rozwéj
bakteryj kw. mlekowego, wedlug Dam’a liczba granicznego stezenia
waha sie w granicach 10 do 20 X 105,

Svanberg (16) jako graniczng wartosé¢ Ph dla Streptococcus
lacticus podaje Ph = 3°5. Dalszy wzrost bakteryj, wedlug niego, przy
tej wartosci juz nie moze sie odbywac.

Podobne cyfry podaja Virtanen, Wichmann i Lind-
stroém (18), ktérzy stwierdzili, ze rozwéj Streptococcus lacticus ustaje
przy Ph == 4'1, podczas gdy zdolno$é¢ do rozkiadu cukru dopiero
przy Ph = 29,

Knudsen i Sorenson (7) znalezli ze jeden i ten sam
szczep, zaszczepiony na mleku tego samego pochodzenia, wytwarzal
0'84°/, kwasu mlekowego, podczas gdy na mleku innego pochodze-
nia 0'66°;. Ph w obu wypadkach wynosilo 4'3. Drugi szczep strepto-
kokkéw mlecznych wykazywal jeszcze wieksze réinice, mianowicie
078%, i 042°, przy Ph =45 i Ph = 4'6, czyli, ze ilo§¢ kwasu jest
zalezna od skladu mleka.

Makrinow (11) podaje dla Bacterium lactis acidi Leichmann
0'9%, kwasu w mleku.
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Wlasne doswiadczenia.
Illos¢ wytwarzanego kwasu.

Z posrod wyodrebnionych z wszystkich badanych préb mleka
bakteryj typu B. lactis acidi Leichmann uziyto do blizszego po-
znania ich kwasotwérczosci 6 szczepow.

llo§¢ wytwarzanego przez bakterje kwasu byla obliczana na
3 rodzajach pozywek.

1) Na mineralnej o skladzie 0°03%/, KH,PO,, 001°/, NaCl, 0:019/,
MgSO,, 01%, peptonu i 3'5°%, cukru mlecznego.

2) na serwatce, ktdora otrzymano przez Scigcie Swiezego mleka
zapomoca podpuszczki.

3) Na sterylizowanem mleku.

Do doswiadczen postugiwano si¢ kolbami o pojemnosci 100 cm®,
do ktérych wlewano po 50 ¢cm® poiywki. llosé kwasu mierzono za-
pomoca miareczkowania /5o n NaOH przy uzyciu fenolftaliny jako
wskaznika; przytem od ogélnej iloci cm® NaOH, ktére zostaly zuzyte
na zmiareczkowanie kwasu, odejmowano ilo$é¢ cm® NaOH, uzytych
na zmiareczkowanie poiywki w kolbce kontrolnej (niezaszczepionej).
Tam, gdzie do pozywek byl dodawany CaCQOg, jako srodek neutra-
lizujacy, wytwarzajacy si¢ kwas mlekowy okreslano w sposéb naste-
pujgcy : Po ukonczonej fermentacji na mleczan wapnia dzialano kwa-
sem szczawiowym do kwasnej reakcji

Ca (C;H;0;), -+ CoH O, = 2 C3H,O;5 -+ CaC,0,.

Na sgczku pozostal nierozpuszczalny szczawian wapnia, a w roz-
tworze kwas mlekowy i nadmiar kwasu szczawiowego. Celem usu-
nigcia tego ostatniego, gotowano przesgecz z ZnCO; do reakeji obo-
jetnej i znowu saczono.

2 C3H303 -4 cho:; = Zn (CgH{,Oa)g _F‘ HgCOg

rozpuszczalny na gorgco mleczan cynku — przechodzil do roztworu,
nadmiar ZnCO, i szczawian cynku pozostawaly na saczku

C2H204 ‘[ cho:; - ch204 + cho_w..

Znajdujgcy sig w roztworze mleczan cynku, po odparowaniu
przesgcza do malej objetosci, wykrystalizowal na zimno w postaci
biatlego krystalicznego osadu. Po odsaczeniu osad spalono i ilosé
kw. mlekowego obliczono z ilosci ZnO.

Jednoczesnie wykonywano okreslenia kontrolne, ktére wlasciwie
mialy znaczenie tylko przy serwatce, i znaleziong iloé¢ kwasu mleko-
wego w kontrolnej serwatce odejmowano od ogédlnej sumy.
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I Doswiadczenie.

Wiekszg ilos¢ kolbek z pozywka mineralng wzgl. z serwatka
zaszczepiono jednocze$nie jednakowsa iloscig plynnej kultury (1 em®
kultury na 50 cm® pozywki). Jako materjal wyjsciowy stuzyla plynna
pozywka mineralna, do ktdrej przeniesiono oczko igly platynowej
bakteryj z kultury zelatynowej i ktérg zostawiono przez 48 godzin
w t0 25° Zaszczepione kolbki z pozywka mineralng i serwatkg wsta-
wiono do termostatu o t® 25-27° Najprzéd codziennie, a potem
co kilka dni brano po 2 kolbki dla okreslenia ilosci kwasu zapomoca
miareczkowania. Jednoczesnie do kilku kolbek dodano CaCO,, w kté-
rych ilos¢ kwasu obliczano dopiero po ukonczonej fermentacii.

Tabela I przedstawia przebieg fermentacji na pozywce’,mine-
ralnej“ w doswiadczeniu ze szczepem Nr Ib. Przyrost kwasu na po-
zywce tej jest nieréwnomierny; w jednych kolbkach fermentacja jest
ukonczona juz po 3 dniach, podczas gdy w innych po 10-ciu nie
dobiegla do kofica. Mozna to tlumaczyé¢ tem, ze na te] poiywce
bakterje wogole bardzo ile rosng, wiec chociaz przy szczepieniu sta-
rano si¢ wprowadzaé jednakowe ilosci bakteryj, moglo sie¢ jednak
zdarzyé, ze do jednej kolbki trafilo wiecej zywych bakteryj, do in-
nych mniej, tak, ze dalszy rozwéj odbywal sie mniej wiecej w ten
sposob, jak to obserwowano przy zastosowaniu pozywek ,mineral-
nych“ dla drozdzy.

Na serwatce znacznie lepszy wzrost, juz po 5 dniach osiagniete
jest maximum kwasu, poczem nastepuje spadek jego przez zuzycie go.
llos¢ wytworzonego na serwatce kwasu jest zawsze wigksza niz na
»mineralnej“ pozywce. O ile przyjmiemy dla Nr. Ib ilosé kwasu wy-
tworzong na pozywce mineralnej odpowiadajgcg 3'4 i 3'5 ecm Yoy 1
NaOH, wyniesie to w gramach (0755 kwasu mlekowego, na ser-
watce za$§ 22'5, 22°3, 22'2 ¢cm /oo n NaOH, co odpowiada 07003 gr
kwasu mlekowego, a zatem na serwatce 6—7 razy wiecej.

Tabela Il przedstawia przebieg fermentacji w doswiadczeniu
z szczepem Nr. Illa. Szczep ten wykazuje wzrost na pozywce mine-
ralnej bardziej rownomierny; maximum osiggniete po 2-ch dniach,
na serwatce po 6 dniach. Przyjmujac maksymalng ilosé kwasu wy-
tworzong przez Nr. llla na pozywce mineralnej, odpowiadajgca 58,
531 6°5 em® [y n NaOH, i.obliczajac ze $redniej odpowiadajgca ilosé
kwasu mlekowego, otrzymamy 00264 gr. Na serwatce natomiast
396 cm®, 39'5 1 394 cm® /5o n NaOH odpowiada 0:7777 gr kwasu mle-
kowego. Szczep zatem ten (llla) wytwarza tak na ,mineralnej“ po-
zywce, jak i na serwatce o mniej wiece] 60°/, kwasu mlekowego,
wiecej niz poprzedni szczep (Ib).



Tabela L
llosé em® 1,y n NaOH zuzytych do zmiareczkowania 50 em?® poiywki.
Szeczep Nr. Ib.
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Tloéé Mineralna Serwatka
dni | em® NaOH em® NaOH
1 117 21 I 19 96 130 | 113
2 3217 | 245 154 199 : 1765
3 3652 | 244 i
4 1725 | 21 216 202 | 209
st 3717 | 21 22'5 | 225
7 2520 | 2 22'3 222 i 2225
12 | 5327 | 40 21’5 21'6 5 21'55
16 | 3435 | 345 210 209 | 2095
Tabela IL

Hlosé em® Vi n NaOH zuzytych do zmiareczkowania 50 em? poziywki.

Szezep Nr. Ill a.

TNodé Mineralna " Serwatka
dni em® NaOH em® NaOH
i i i
1 3654 | 45 | 195 19°5
2 | s2es | 60 | 248255 | 2515
4 5553 | 54 | 388386 | 387
6 453 | 535 | 396395 | 395
9 | 5358 555 | 395395 | 395
12 | 5365 59 || 394394 i 394
23 | $353 | 53| |

Poniewaz te liczby nie zgadzajq si¢ z dotad przez réznych auto-
row w innych krajach podawanemi ilosciami kwasu mlekowego dla
typu Bacterium lactis acidi, wprowadzono pewng modyfikacje.

I Doswiadczenie.

Zaszczepiono roéwnorzednie po 3 kolbki z poiywka mineralna,
po 3 kolbki z serwatkg i po 3 probowki, z ktérych kaida zawie-
rala 10 cm® mleka sterylizowanego. Zaszczepione kolbki zostawiono
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w t° 25 -27° az do ukonczenia fermentacji. Pozywa mineralna i ser-
watka na przecigg 10—15 dni, mleko 7 dni. Wynik doswiadczenia
przedstawia tabela Ill.

Tabela III.

| = 1
l! | losé kw. mleko- | llo$¢ kw. |

- | Illos¢ kw. mleko i 0 | mlekow. | P
2 | wego w Oy przy | T N0 )
§ | wego w ! - dodtku CaCo; I; w mleku |
80 N S S S ]
“ | | Mi
=z Serwatka Mineralnai Serwalka | Mineralna | Mleko ste- Serwatka | Mineralna
| | T¥ lizowane Pmmhwel icowe |Poua!tnn oilcowe
] ]
la 0256 | 0-088 | ! 0'606 l 617 ‘ 343 '; 622 | 350
Ib | 0-233 0088 i 3154 L o110 ¢ 0566 | 610 | 470 ‘ 650 | 48
Ic : 0172 0084 |' 0638 | 617 1 341 l 622 | 368
| : I | ' :
I || 0238 0047 L 6°17 | 451 : 622 | 441
IMa 0355 i 0074 | 1701 0112 . 0587 I 650 i 410 : 628 | 430

mb ! 0253 | 0074 | ! 0587 617 | 414 | 622 | 430

Widzimy, ze najmniej kwasu bylo wytworzone na poiywce mi-
neralnej, wiecej na serwatce, a najwiecej na mleku. Moina to tluma-
czyé obecnos$cig w serwatce i mleku réinych cial, wigzgcych wolny
kwas, jak np. bialka, fosforany itp., i tem umozliwiajgcych jego pro-
dukcje. Whrew oczekiwaniom, w kolbkach, ktére zawieraly CaCOy,
nie zostal sfermentowany caly cukier, lecz fermentacja ustala przy
nieduzej ilosci kwasu mlekowego. Mianowicie na mineralnej 0'19,
na serwatce w jednym wypadku 1'7%;, w drugim 3'1%, kwasu. Mozna
to tlumaczyé tem, ze na zimno nie caly kwas mlekowy zostaje zwia-
zany wapniem i pozostaje czesé wolnego kwasu w roztworze, ktéry
wplywa hamujgco na dalszg fermentacije. Celem sprawdzenia tego
przypuszczenia okre§lano Ph w kolbkach kontrolnych z CaCO, nie-
zaszczepionych i zaszczepionych, w ktérych fermentacja odbywala sie
przez 7 dni. Okazalo sie, ze w tych ostatnich odczyn byl kwasniejszy
(wynosil Ph = 67) niz w kontrolnych (Ph = 7°16), mimo nadmiaru
CaCOy. Zawsze wiec czynnikiem hamujgcym wzrost bakteryj jest
zbyt duza wytworzona kwasowosé, gdyz wartosci Ph na mineralnej
pozywce i serwatce sg prawie jednakowe.

llos¢ wytworzonego kwasu na mineralnej pozywce nie przekracza
019, (taka ilos¢ nie Scina sterylizowanego mleka). Na serwatce réznice
koncentracyj kwasu mlekowego sa znacznie wieksze, gdy? wahaja sig
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od 0:17°/, do 0'35%/,. Widocznie zalezne jest od skladu serwatki, wzgl.
od wiekszej lub mniejszej ilosci cial w niej neutralizvjacych. Ilosé
kwasu na mleku sterylizowanem waha sig¢ w granicach 0°56°/, do 0°60°%.
Kultury, ktére przez dluiszy czas byly hodowane na zelatynowych
lub agarowych pozywkach, po pewnym czasie znacznie stabiej za-
kwaszaly, niz ten sam szczep $wiezo z mleka wyizolowany. Tak np.
bakterja oznaczona Nr. Va w marcu 1930 r. wytworzyla 00513 gr.
kwasu mlekowego, a w maju tegoz roku w tych samych warunkach
wytworzyla juz tylko 00106 gr.

Robione byly préby doszczepiania do kolbek tych samych bak-
teryi, lecz najmniejszego rozwoju, czy przyrostu kwasu nie mozna
bylo zauwazyé.

W celu zbadania, jak szybko przebiega fermentacja w zaleznosci
od ilosci wprowadzonych bakteryi, zaszczepiono wigksza ilosé¢ kolbek
z poizywka mineralng réznemi ilosciami plynnej kultury: 5 cm?®,
025 cm® 01 cm®, 10 oczek, 5 oczek, 2 oczka, 1 oczko.

Jako materjal wyijsciowy stuiyla kolbka z pozywka mineralna,
ktéra po zaszczepieniu oczkiem igly platynowej bakteryj z zelatyny
zostawiono na 24 godziny w t" 25°

llosé kwasu obliczano zapomoca miareczkowania na poczatku
codziennie, a potem co dwa dni. Wyniki otrzymane po 24 godzinach
wykazywaly duze réinice w zaleznosci od ilosci wprowadzonej
kultury. Np. przy 5 ¢cm® zuivto na zmiareczkowanie kwasu 795 cm®
020582 n NaOH, przy 0'1 em® — 4'6 cm® NaOH 1 oczko — 42 cm®
NaOH, lecz juz po 3—4 dniach nastgpilo wyréwnanie, wobec
czego szczegblowych wynikéw tutaj nie przytaczam.

Wplyw temperatury i steienia cukru.

W celu zbadania jaki wplyw ma temperatura i stezenie cukru
na szybko$c wytwarzania si¢ kwasu mlekowego, zrobione byly po-
zywki zawierajace 0'1°/, peptonu i nastepujgce ilosci cukru: 0-5%,,
1%, 1°5%, 2:0%, i 2:5%,, 3%, i 3'5°/, laktozy, 2°/, glukozy, 2%, gala-
ktozy i glukoza -+ galaktoza w ilociach odpowiadajgcych 2°/, cukru
mlecznego. Szczepiono 48-godzinng plynna kulturg na 2%/;-owym roz-
tworze cukru mlecznego -+ 0'1%/, peptonu, biorac po 05 cm® na
50 cm® pozywki. Zaszczepione kolbki zostawiono w temperaturze 25°
i réwnorzednie taka sama ilos¢ z takiemi samemi koncentracjami
cukru byla wstawiona do termostatu o t° 30° i 35°. Po dwéch dniach
fermentacje przerwano zapomoca ogrzania do t° wrzenia, a ilos¢
wytworzonego kwasu oznaczono zapomoca miareczkowania. Do-
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swiadczenie w t° 30° zepsulo sig wigc wyniki bedg podane z 25° i 35°.
Z danych na tablicy IV, widzimy, ze w t° 25° iloé¢ wytworzonego
kwasu zwieksza si¢ w miarg wzrastania koncentracii cukru, az do
2%/, laktozy, gdzie osiaga swoje maximum (417 cm® /5y NaOH). Od
2:5%, laktozy do 3'5°/, laktozy, ilosé kwasu spada, czyli w t° 25°
najodpowiedniejsza koncentracia laklozy dla najszybszej fermentacji
jest 2°/5. Tymczasem w 35" maksimum kwasu jest osiggnigte przy
2:5%, laktozy.

W t° 25° wzrost na glukozie jest lepszy niz na galaktozie, gdy
w t° 35° jest odwrotnie. Jezeli poréwnamy ilos¢ kwasu wytworzo-
nego na 29, laktozy i na glukozie - galaktozie, chociaz réznice sg
nieznaczne, jednak fermentacja szybciej przebiega na 27/, laktozy,
niz na glukozie |- galaktozie, odpowiadajgcym 2/, laktozy, pomimo,
ze w pierwszym wypadku musza zaj$é 2 procesy: 1) rozklad laktozy
na cukry proste i 2) rozklad heksozy na kwas mlekowy, kiedy w dru-
gim wypadku ten I proces nie zachodzi.

W tablicy V sa podane wyniki analogicznego doswiadczenia,
tylko zamiast 0’1 peptonu, bylo dodane 0'5°, i fermentacja odby-
wala sie w t°25° i 30°. W tym wypadku do doswiadczenia byt uzyty
szczep Nr. Ill a.

Podobnie jak dos$wiadczenie ze szczepem Nr. ¢ wt’ 35 maksi-
mum kwasu jest osiggniete przy 2'5°/, laktozy, podczas gdy w t° 25"
sadzac z Ph, najwiecej kwasu powinno byé osiagnigte réwniez przy
2:5%/, laktozy, jednak ilos¢ cm® NaOH wskazuje co innego. Miano-
wicie przy 25° iloé¢ kwasu wzrasta w miarg koncentracji laktozy.

Wzrost na glukozie w obu temperaturach jest lepszy niz na
galaktozie. llos¢ kwasu na 29, laktozy w t° 25° i 30° jest wieksza
niz na glukozie -|- galaktozie, podobnie jak w doswiadczeniu z uprzed-
niem szczepem.

Streszczenie.

1. W badanych 63 prébkach mleka z réznych okolic Polski stwier-
dzono zawsze bakterie typu Bactertum lactis acidi Leichmann jako
gléwne czynniki samorzutnego $cinania sie mleka; nie we wszyst-
kich probkach stwierdzono i inne typy gazujace.

2. Dominujace bakterje typu B. lactis acidi byly Gram -, nie-
ruchliwe, niegazujace, odbiegaly jednak morfologicznie cokolwiek od
pod powyisza nazwg opisywanego typu srednio-, zachodnio- i pél-
nocno-europejskiego, jak wynika bowiem z licznych pomiaréw tak
zywych jak zabarwionych bakteryj, sa one dluisze, zblizone postacig
komoérki do rodzaju Bacterium mz do Streptococcus. Najczescie] wy-
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stepowaly typy o rozmiarze 0-8—125 % 1'25 — 1'65 1, rzadziej o je-
szcze wybitniejszym ksztalcie paleczkowym, 08 X 1'85 — 210 , przy-
czem wystepowaly przewainie pojedynczo i we dwoinkach, formy
natomiast dluzsze tworzyly zwykle wyraine lancuszki.

3. Do blizszych badan uzyto 3 szczepy, réznigce si¢ sposobem
wzrostu, a mianowicie szczep | nie tworzgcy nigdy lancuszkéw,
szczep Il wystepujacy zawsze w lancuszkach i szezep Il tworzacy
tak jedynki i dwoinki, jak i lancuszki.

4. llos¢ wytworzonego kwasu mlekowego prawoskretnego przez
badane bakterje zalezna jest od skiladu pozywki, t. zn. od ilosci za-
- wartych w pozywkach substancyj kwas wytwarzany neutralizujgcych;
na pozywkach ,mineralnych z 01°;, peptonu przy 4'5%, laktozy
ilo§¢ wytworzonego kwasu nie przekraczala 0'1°/,, w mleku nato-
miast dochodzilo do 0'67%,.

5. Najszybsza fermentacja cukru mlekowego odbywa sie w 25 do
35° C przy ilosci laktozy 2—2'5°/,, przyczem z laktozy powstaje wigcej
kwasu mlekowego niz z proporcjonalnych ilosci mieszanki glikozy
i galaktozy.

6. Wzrost i fermentacja na glikozie jest zazwyczaj lepsza niz na
galaktozie, wyjatek stanowil szczep I c przy 35° C, kiedy ilosé wy-
tworzonego kwasu mlekowego z galaktozy byla nieco wigksza niz
z glukozy. '

7. Stwierdzono szybkie zatracenie zdolnosci fermentacyjnej wszyst-
kich szczepéw przy hodowli na agarze lub zelatynie serwatkowej.

Panu Prof. Dr. K. Bassalikowi, kierownikowi Zakladu Fizjo-
logji Roélin Uniw. Warsz., pod ktérego kierunkiem wykonalam po-
wyisza prace, skladam i na tem miejscu serdeczne podzigkowanie.

Z Zakladu Fizjologii Roslin Uniwersytetu Warszawskiego.

Résumé.

1. L'examen des 63 échantillons de lait, provenant de différents
endroits de la Pologne, a permi de constater toujours des bactéries
du type Bacterium lactis acidi Leichmann, comme agent principal
de la coagulation spontanée du lait; on n’a pas trouvé toujours
dans tous ces échantillons d’autres types gasogénes.

2. Les bactéries dominantes du type B. lactis acidi prennent
Gram, sont immobiles et non gasogénes; elles différent néanmoins
morphologiquement un peu du type décrit sous ce nom pour I'Europe
centrale, occidentale et septentrionale: de nombreuses mesures de

14
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bactéries vivantes et colorées font voir qu'elles sont plus longues et
se rapprochent plutét quant a la forme céllulaire, au genre Bacterium
qu’a Streptococcus. Les types les plus fréquants mésurent 0°8 — 125 X
1'25—1'65 p,, plus rarement, les formes franchement batonneuses
mésurent 0'8 X 1'85 — 210 p. En méme temps elles vivent une par
une et par paire, tandis que les formes plus longues donnent habituel-
lement des chainettes.

3. Trois souches, différentes au point de vue la croissance, con-
stituerent le matériel de recherches: la souche I ne donnant pas de
chainettes, la souche Il donnant toujours de chainettes et la souche lII,
dont les céllules vivent une par une, par paire et forment aussi des
chainettes.

4. La quantité d’acide lactique dextrogyre, formée par les bactéries
étudiées, dépend de la composition du milieu, c. & d. de la quantité
des substances contenues dans le substratum, qui neutralisent I'acide
naissant: sur les substratums minéraux, additionés de 0'1°/, de pep-
tone et en présence de 4'5%, de lactose, la quantité de l'acide lac-
tique ne dépaissait pas 0'1%/;, tandis que dans le lait elle atteignait
0'6%,.

5. La fermentation du sucre lactique est la plus rapide a 25—35°C
en présence de 2 a 2'5%, de lactose et c'est la lactose qui fournit
davantage de l'acide lactique que la glucose et la galactose, ajoutées
a la méme proportion.

6. La croissance et la fermentation sur glucose sont habituelle-
ment meilleures que sur galactose; I'éxcéption fait la souche I, qui
a 35° C seulement, fournit au dépens de la galactose, un peu plus
d’acide lactique qu’au dépens de la glucose.

7. On a constaté la perte rapide de la faculté fermentative de
toutes les souches, cultivées sur gélose ou gélatine au petit lait.

Institut de physiologie végétale de I'Université de Varsovie.
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