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RLIKSLANDBOUWPROEFSTATION TE HOORN

EEN METHODE VOOR HET AANTOONEN VAN BOTER-
ZUURBACTERIEN, SPECIAAL GESCHIKT VOOR HET
ONDERZOEK VAN MELK

DOOR

J. VAN BEYNUM en 4. W. PETTE
{Ingezouden 8 Juni 10440)

Inieiding

Boterzuurbacterién van het type Clostridium tyrobutyricum zijn voor
de kaasmakerij schadclifk. Zij kunnen in de kaas gebreken van ernstigen
aard veroorzaken door de gasvorming, welke bhij hun stofwisselingsproces
optreedt. Dezc gebreken zijn vroeger beschreven, zoowel voor Edammer (1)
als voor Goudsche (2) kaas. Het nadeel is daarom zoo groot, omdat de
gasvorming nog langen tijd na de bereiding kan beginnen. Daarom komt
bet voor, dat kaas in goeden toestand afgeleverd wordt en pas daarna de
verschijnselen van  boterzuurgisting gaat vertoonen. Hicrin bestaat een
groot verschil met de door de bacteribn der coli-aerogenes-groep in kaas
veroorzaakte gasontwikkeling, Deze laatste gisting vindt in de cerste dagen
na de bereiding van de kaas plaats, b.v, reeds onder de pers of tijdens de
pekeling. Dit verschil wordt veroorzaakt door de omstandigheid, dat de
gisting door coliachtigen ecen suikervergisting is en dus alleen kan geschieden
roolang in de kaas nog melksuiker aanwezig is; dat is dus slechts gedurende
korten tijd, omdat weldra de lactose in de kaas door de melkzuurhacterién
geheel in melkzuur omgezot is. De in kaas werkzame boterzuurbacterién
daarcntegen vormen hun gistingsgas, bestaande uit waterstof en koolzuur,
uit melkzuur of melkzure zouten, zoodat ook in oudere kaas nog altijd de stof,
die de boterzuurbacterién voor hun gisting noodig hebben, beschikbaar is
en, indien de omstandigheden hiervoor gunstig zijn, een gasvorming kan
optredern.

Ook in andere landen worden de boterzuurbacterién als een groot gevaar
voor de kaas beschouwd, b.v. in Zwitscrland. In ecn recent artikel van
Oxrra Junsun (3) worden zij door hem zelfs ,vijand n° 1 in de kaas-
bereiding™ genoemd.

De besmetting met boterzuurbacterién kan op verschillende wijzen tot
stand komen. Boterzuurbactorién komen zeer verbreid voor in grond- en
slootwater. De mest der koeien, welke een der belangrijke besmettings-
bronnen voor do melk is, zal dus ook steeds boterzuurbacteriénsporen
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bevatten, omdat bi) het grazen steeds met het gras cenige grond mecgaat.
De hierdeor mogelijke besmetting is echter in het algemeen slechts gering,
cmdat het aantal door de koe op deze wijze opgenomen boterzuurbacterien-
sporen slechts gering i en bovendion de weeste der in den grond aanwezige
boterzuurbacterién tot het voor kaas ongevaarlijke type Ol. saccharobutyricum
behooren. De besmettingskans wordt groot als de melk in het melkwinnings.
of -verwerkingsbedrijf met stoffen in nanraking komt, waarin een sterke
ontwikkeling van boterzuurbacterién heeft plaats gchad en de melk dus
a. h. w, aan een infectic met cultures van boterzuurbacterién is blootgesteld.
Dan is er dus kang, dat de melk of de kaas grootere aantallen van deze
bacterién zal bevatten. Deze mogelijkheid kan in de practijk op twee wijzen
vervuld worden, nl. door de aanwezigheid van wvuilhaarden in melk- of
kaasmaakgerecdschap en door de voedering met silage (kuilvoer), waarin
een boterzuurgisting heeft plaats gehad. Wat de eerste wijze betreft, hebben
b.v. naden in kliener of roerhek en kaashak een zekere beruchtheid gekregen.
Over de aanwczigheid van Cl. tyrobutyricum in silage hebben wij reeds
een aantal mededeelingen gedaan (4).

Met het vog op het gevaar van boterzuurgisting in de kaas is het dus
gewenscht boterzuurbacteriénvrije melk te gebruiken, Dit geldt voornamelijk
in den zomer en in de lente, als de kans op hoogere buitentemperatuur
grooter wordt, want de boterzuurgisting is zeer gevoelig voor hoogere
temperatuur.

Het is daarom nuttig ecn mcthode te bezitten, waarmede op zoo
eenvoudig mogelijke wijze bepaald kan worden of melk merkbaar met
boterzuurbacterién besmet Is. Hen dergelijke methode zou gebezigd kunnen
worden bij do kwaliteitsheoordeeling van melk en bijj de contrdle aan de
fabriek op de geleverde melk.

Qudere methoden

Voor het aantoonen en eventuecl kwantitatief bepalen van boterzuur-
bacterién kan eon dircete methode, b.v. door plaateultuur, niet gebruikt
worden, daar de boterzuurbacterién anacrch zijn, Men is dus gedwongen
om de methoden der clectieve cultuur te hulp te rocpen, d. w. z. zoodanige
voorwaarden voor de kweeking te scheppen, dat alleen de boterzuurbacterién
tot ontwikkeling komen. Deze methode is van oudsher door baecteriologen
gebruikt om epeciale bacterién wit mengeels van vele bacteriesoorten te
isoleeren. Boterzuurbacterién werden b.v, door Pastiur en later door
BeYERINCE verkregen door grond te cnten in speciaal samengestelde
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voedingsvloeistoffen en deze op bijzondere manier te behandelen, BEYERDICE
verkreeg hoterzuurgistingen door suikerhoudende vloeistoffen met grond
even op te koken en deze van de lucht afgesloten te bewaren.

BorrmouT en Orr pe Vries (1) gebruikten voor het aantoonen van
boterzuurbacterién in kaas buizen vleeschbouillon met 14 9% pepton, 14 %
glucose en 14 9 galactose. Na de enting met kaas worden deze buizen
luchtledig gepompt en dichtgesmolten, waarna gepasteuriseerd wordt om de
vist-sporevormende bacterién te dooden. Na plaatson bi 20°C gaat men
na of gisting optreedt en bi] opening der buizen na het einde der gisting
kan aan den geur beocordeeld worden of de gisting een boterzuurgisting was.

Burrr (5) gebruikte een soortgelijke methode, doch in plaats van in
vleeschbouillon-suiker entte hij in vleeschbouillon-glucose-agar. Qok dan
wordt gepasteuriseerd en bij kweeken op een temperatuur van 30°C wordt
gisting zichtbaar door spleten in de agar. Door met verschillende hoeveel.
heden (1; 0,1; 0,01 enz. g) te enten, kon hij een oordeel over het aantal in
het te onderzoeken materiaal aanwezige boterzuurbacterién krijgen. Deze
methode werd gebruikt voor silage- en kaasonderzoek.

Ruscamanw (6) beval voor het aantoonen van boterzuurbacterién aard-
appelbry, gemengd met calciumecarbonaat, aan en kon eveneens door enting
van de te onderzoeken stof in verschillende verdunningen een schatting
maken van het aantal boterzuurbacterién. RrrTer (7) vergeleek deze met
de methode Burgi en achtte de laatste beter. Van Bevynum en PrTTE (8)
achtten het een bezwaar van de aardappelbrijmethode, dat de gebruikte
voedingshodem aan Cl. saccharobutyricam betere ontwikkelingskansen
biedt dan aan Cl. tyrobutyricum.

De nieuwe methode

Bl onze studies over boterzuurbacterién (8), waarbi) wij boterzuur-
bacterién isoleerden nit verschillende bronmen, maakten wij van verschillende
isolatiemethoden gebruik. Bij één dezer methoden bezigden wij melk als
hoofdhestanddeel van den voedingsbodem en in den loop der jaren zijn
wij ons bewust geworden van het groote voordeel, dat melk in voedings-
vloeistoffen voor boterzuurbacterién heeft. Het is een gocdkoope stof en
de bereiding van den voedingsbodem is geen tijdroovende bezigheid, zooals
b.v. bijj vleeschbouillon. Ken bijzonder voordeel van het gebruik van melk
is gelegen in de omstandigheid, dat voor het aantoonen van boterzuur-
bacterién in melk de te onderzoeken melk zelf als hoofdbestanddeel der
voedingsvloeistof gebruikt kan worden. Voor het geval men de hieronder
nader te beschrijven methode gebruiken wil voor het adntoonen van
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boterzuurbacterién in grond, silage, kaas, water enz, gebruike men in den
voedingsbodem dus gesteriliseerde melk.

Melk alleen echter is niet geschikt als voedingsvloeistof voor de boterzuur-
bacterién. Wij weten nl., dat reincultures van de socort Cl. tyrobutyricum,
die ong nit een cogpunt van kaasbereiding juist het meest interesseert, in
melk niet groeien, daar Cl. tyrobutyricum lactose niet aantast. De melk
moet dus voor de ontwikkeling van deze bacterie uit het oogpunt der
koolstofvoeding geschikt gemaakt worden door toevoeging van glucose, Wij
voegen hiervan 0,5 %, toe, nl. door per 50 ml melk met een stericle pipet
1 ml gesteriliseerde 25 %, glucose-oplossing toe te voegen.

Hoewel de melk hierdoor een goede voedingshodem voor alle boterzuur-
bacterién is geworden, is zij eveneens, met of zonder glucose, ecn goede
bodemn voor tal van andere bacterign. Om de ontwikkeling van deze andere
bacterién onmogelijjk te maken, moeten nog meer maatregelen genomen
worden.

Door een pasteurisatie worden alle niet-sporevormende bacterién ver-
nietigd. Coliachtige bacterién, die ook gistingsverschijnselen zouden ver-
oorzaken, en melkzuurbacterién, die door zuring den groei der boterzuur-
bacterién zouden verhinderen, worden op deze wijze onschadelijk gemaakt.
De pasteurisatie geschiedt door wverhitting op 80° C gedurende 10 minuten.

Door anaerob kweeken, hetgeen voor boterzuurbacterién noodzakelijk is,
worden aerobe sporevormers onderdrukt.

We hebben nu de groeimogelijkheid beperkt tot die van anaerobe
sporevormers, maar dit is nog niet voldoende, daar melk of andere stoffen,
die wij op boterzuurbacterién wenschen te onderzoeken, veelal anaerobe
sporevormende rottingsbacterién bevatten, die ons veel hinder bezorgen,
omdat zij ook wat gas vormen en een geur veroorzaken, die den boterzuurgeur
geheel bedekt. Deze bacterién zijn dikwijls in nog grooter aantal aanwezig
dan de boterzuurbacterién, zoodat zij in een boterzuurbacteriénproef
gemakkelijk de overhand krijgen. Dit is b.v. het geval bij kuilvoer van
slechte kwaliteit. Rottingsbacterién zijn echter tamelijk gevoeliz voor zuur
en daar boterzuurbacterién een hoogeren zuurgraad kunnen verdragen, ligt
hier de mogelijkheid om den groei der eerstgencemde te belemmeren.
Theoretisch zou cen voedingsbodem met pH 4,5-—4,2 geschikt zijn. Wij
constateerden bij onze silageonderzoekingen nl. groei van rottingsbacterién
bij pH-waarden bhoven 4,5 & 4,6, HosTETTLER en ZoLLiKoFER (9} geven
aan, dat de pH-grens voor rottingsbacterién bij 4,76 ligt. Doch bij dergelijk
hooge zuurgraden wordt de groei der boterzuurbacterién sterk vertraagd.
Het bleek ons, dat het brengen van den voedingsbodem op een pH van
ongeveer 5,5 reeds voldoende is om den groei der rottingsbacterién genoegzaam
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te onderdrukken, terwijl de boterzuurbacterién hierbij niet noemenswaard
in hun ontwikkeling geremd worden. Men bereikt den goeden zuurgraad
door per 50 ml melk 1 & 1,6 ml nft zuur toe te vocgen. Men kan hiervoor
melleznur, zoutzuur of zwavelzuur gebruiken.

Ock Dorxer (10) vond, dat bij gebruik van zuur in de voedingsvloeistof
de rottingsbacterién benadeeld werden.

De temperatuur, waarbij gekweekt moet worden, is niet zoo belangrijk.
Zij wordt hier in hoofdzaak bepaald door den practischen eisch het resultaat
der proef zoo snel mogelijk te weten. Een temperatuur van 35° 4 40°C is
hiervoor het beste.

Met den beschreven voedingsbodemi kan men gemakkelik in melk of
andere stofien boterzuurbacterién aantoonen, Wij willen er echter den nadruk
op leggen, dat nog twee bezwaren niet ondervangen zijn, Het eerste hezwaar
hetreft den groei van facultatief anaerobe sporevormers van het type
Bacillus pabuli (11), het tweede, dat in de gebruikte vloeistof zoowel
Cl. tyrobutyricum als Cl. saccharobutyricum groeit. Wat dit laatste bezwaar
betreft, kan men wel na het uitvoeren der proef door overenting in manniet-
pepton, resp. gistautolysaat-natriumlactaat, zooals vroeger beschreven werd (8),
nader trachten te differentieeren, doch dit kost veel tijd. Een directe methode,
waarbij alleen Cl. tyrobutyricum wordt aangetoond, is nog niet gevonden,

Boterzuurbacterién van het gelatine vervlociende type vinden in de
gekozen vloedingsvloeistof ecn minder geschikten bodem. Daar zij bovendien
blijkbaar in niet groote aantallen voorkomen, wordt de proef er in het
algemeen niet nadeelig door beinvloed.

Apparatuar

De eischen, welke aan de te gebruiken apparatuur gesteld moeten worden,
zijn de volgende.

1. Anaerobe cultiveering moet mogelijk zijn.

2. Het gistingsgas moet zichtbaar zijn.

3. De geur der gegiste vloeistof moet bepaald kunnen worden.

4. Pasteurisatie moet kunnen geschieden,

5. De apparastjes moeten gemakkelijk schoongemaakt kunnen worden,

De bekende Durhambuisjes zijn onbruikbaar, omdat de vloeistof on-
doorzichtig is. Gistingsbuizen volgens Eichhorn zijn minder goed bruikbaar,
omdat het tijdens de pastcurisatic of de gisting ontstane caseinestolsel het
schoonmaken bemoeilijkt. De uitvoeringswijze van Weinzirl (gewone cultuur-
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buizen met paraffinepropafsluiting) heeft ons nooit voldaan, omdat: 1°. dikwijls
gistingsgas ontsnapt; 2°. het bevordeelon van den geur zeer moeilijk is, daar
de bovenlaag dikwijls bedorven is door tusschen glas en paraffineprop door-
geperste vloeistof, en 3°. de paraffineprop een gnelle reiniging belemmert.

Wij gebruiken V-vormige glazen buizen, welke aan één zjjde (het lange
been) met watteprop en aan de andere zijde (het korte been) met rubberstop
gesloten zijn. De grootte is zoodanig, dat de ruimte onder de rubberstop
tot aan de bocht 10 ml inhoud heeft; de inwendige diamcter der buizen
zij niet kleiner dan 9 mm. Zij voldoen aan de bovengenoemde 5 voorwaarden.
Anaerobe cultiveering is mogelijk, omdat de vloeistof in het lange been
van de lucht kan worden afgesloten met een weinig paraffineolie. Het
gistingsgas verzamelt zich zichtbaar in het korte been onder de rubberstop.
De geur der gegiste vloeistof kan bepaald worden door afnemen van de
rubberstop en eventueel uitgieten in een schaaltje. Pasteurisatie kan ge-
schieden door zoo diep mogelijke indompeling in een waterbad; het lange
been moet daarbij verticaal staan, opdat de met vloeistof gevulde deelen
van de V-buizen geheel onder het waterniveau bljven. Door de afsluiting
met rubberstop is schoonmaken van twee kanten af zeer eenvoudig en
doeltreffend uit te voeren.

Uitvoering der boterzuurbacterinproef

Versebillende wizen van uitvoering zijn mogelijk. Bij alle moet evenwel
de nadruk gelegd worden op steriliteit van het gebruikte glaswerk. V-buizen,
pipetten en kolfjes moeten dus alle gesteriliseerd zijn. Wij bevelen zelfs
aan ont na de proef de buizen, welke een positieve boterzuurreactie gaven,
vidr het schoonmaken ook te steriliseeren om besmetting van het laboratorium
te voorkomen.

Het is noodzakelijk de proef in meervoud te nemen. Drievoud is wel
het minimum. Wij voerden haar altijd in viervoud uit.

Wi gaan steeds als volgt te werk. Bij het onderzoek van melk wordt
50 ml van het te onderzoeken, goed gemengde monster met een gesteriliseerde
pipet in een gesteriliseerd kolfje gebracht, Hierbij wordt onder voortdurend
schudden met steriele pipetten 1 ml n/l zuur en I ml gesteriliseerde 25 9,
glucoseoplossing gevoegd. Met dit mengsel worden nu 4 V-buizen gevuld,
zoodanig, dat na zwenken het geheele korte been onder de rubberstop en
cen zeer klein deel van het lange becn gevuld is. Op het vloreistofoppervlak
in het lange bheen wordt 1 ml gesteriliscerde paraffineclic gepipeteerd om
de vloeistof van de lucht af te sluiten. Hierna worden de klaargemaakte
buisjes in een rek geplaatst en gedurende 10 minuten in een waterbad van
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80° C gedompeld. Het niveau van het water in dit waterbad moet 266 hoog
staan, dat slechts een klein deel {1 & 1,5 cm) van het lange been van de
V-buis boven het wateroppervlak uitsteekt en het korte been gcheel onder-
gedompeld is, zooals de figuur aangeeft. Na 10 minuten wordt het rek met

WATERNIVEAU

80°C.

NN

PASTEURISATIEWATERBAD

buizen in water van ongeveer 40° C afgekoeld en in een thermostaat van
35°—40° C geplaatst,

Tijdens het pasteurisecren stremt de melk door het toegevoegde zuur,
doch dit is voor het verloop van de proef geen bezwaar.

Voor het onderzoeken van kleinere hoeveelheden melk (1 ml of 0,1 ml)
wordt bij porties van 50 ml gesteriliseerde centrifugemelk 1 ml zuur en
1 ml glucoseoplossing gevoegd en ecn santal van 4 V-buizen gevuld. In
deze wordt nu 1 ml of 0,1 ml der te onderzocken melk gebracht en door
zwenken gemengd, waarna de verdere behandeling als boven geschiedt.
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Voor het onderzoek van andere stoffen dan melk kan men op dezelide wijze
te werk gaan.

Een nadeel der bovenbeschreven methode is het gebruik van een ge-
steriliseerde pipet van 50 ml voor elk te onderzocken monster melk. Men
kan om dit te vermijden ook gebruik maken van kolfjes van b.v. 100 ml,
waarop een merkstreep voor 50 ml is aangebracht, deze kolfjes door over-
schenken (met stericle voorzorgsmaatregelen) met 50 ml vullen en dan
verder handelen als boven.

Ten slotte kan men de pasteurisatie ook wvitvoeren védrdat glucose en
zoutzunr zijn toegevoegd, dus in het kolfje, waarin men 50 ml der te
onderzoeken melk heeft gegoten. Men dompele daarbij dit kolfje dan ook
weer zoo diep mogelijk in het pasteurisatiewaterbad om te verkrijgen, dat
aan den wand van het kolfje geen melkdruppels ongepasteuriseerd blijven.
Wij kunnen deze methode echter niet aanraden, omdat de pasteurisatie
hierbi] minder betrouwhaar is uit te voeren. Wij hebben echter ondervonden,
dat bij deze methode minder last ondervonden wordt van den groei van
de bhovengenoemde facultatief anaerobe sporevormers (B. pabuli).

Beoordeeling der boterzuurbacteriénproef

Indien in de V-buizen boterzuurgisting optrcedt, vindt deze plaats na
1 tot 5 dagen. Nagenocg het geheele korte been vult zich daarbi) met gas.
Wij zagen, dat de crnst der besmetting b.v. ook afgelezen kan worden uit
den tijd, na welken de gisting optrecdt. Om echter de proef miet te
onpractisch langen duur te geven, kan men haar na 3 dagen beéindigen.
Een verbljf in den thermostaat gedurende 4 dagen iz beter, doch het
verschil met een driedaagsch verblyf is gering. Na 4 dagen wordt slechts
in zeldzame gevallen nog een kleinc toeneming van het aantal gistende
buizen waargenomen.

Na het besindigen der proef moet in ieder geval de geur van de gegiste
vioeistoffen vastgesteld worden, liefst na wuitgieten in een schaaltje. Is er
gasontwikkeling, dan kan men 4 soorten van geuren verwachten, nl. boter-
zuurgeur, geur van butylalkohol gemengd met boterzuur (soms ook aceton-
geur), een zwak zuren geur (gelijkend op dien van melkzuur) en rottingsgeur.
De buizen met een zwak zuren geur worden negatief gerekend, omdat in
deze buizen de gisting veroorzaakt is door facultatief anaerobe bacterién,
de buizen met de andere genoemde geuren rekent men positief. De rottings-
geur, die in enkele buizen kan optreden bij zeer zware infectics met spore-
vormende rottingsbhacterién, is in de enkele gevallen, die men tegenkomt,
z66 zwak, dat dikwijls boterzuur ook daarnaast geroken kan worden.
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Ondervindt men moeilijkheden bij de geurbepaling, dan verdient het aan.
beveling om in het schaaltje een weinig verdund zwavelzuur toe te voegen.
Eventueele boterzuurgeur wordt dan veel krachtiger en is dus gemakkelijker
te constateeren,

De nict gegiste buizen en die, waarin slechts weinig gas gevormd werd,
worden nict verder onderzocht en als negatief beschouwd.

Gevoeligheid der boterzuurbacteriénproef

Wi mogen niet verwachten, dat men met de beschreven proef in staat
is 1 boterzuurbacteriénspore per 10 ml melk aan te toonen. Niet alle
boterzuurbacteriénsporen hebben een gelijk vermogen tot ontkieming en
daarop volgende ontwikkeling in voedingsbodems. Wij namen vroeger bij
onze studie over boterzuurbacterién (8) herhaaldelijk waar, hoe bij ver-
schillende boterzuarbacteriénstammen heel verschillende percentages ccllen
in de voedingshodems tot ontwikkeling komen. Dorxer (10) vermeldt in
zijn onderzoek, dat bij 4 stammen in een agarvoedingsbodem slechts 0,09
tot 5 pro mille der sporen tot kolonién uitgroeide. Hierdoor is het on-
mogelijjk om met cenige thans bestaande methode, ook met de hier
beschrevene, een bepaling uit te voeren van het aantal boterzuurbacterién.
Wi moeten er ons dus mede vergenoegen onderscheid te maken tusschen
een negatieve proef, een zwak positiove cn cen positieve proef. Het practisch
onderzock, dat wij meb behulp van deze boterznurbacteriénproef hebben
vitgevoerd en hetwelk in het hierop volgende artikel beschreven words,
heeft evenwel doen zien, dat de proef negatief is in die tijden, dat geen
besmetting met boterzuurbacterién optreedt en positief als merkbare be-
smetting geschiedt. Hierdoor is men dus in staat de duidelijke besmettingen
op te sporen en dit is voor de practijk voldoende.

Enkele gegevens over de boterzuurbacteriénproef

In het volgende geven wij enkele voorbeelden uit onze proefreeksen ter
illustratie van het voorgaande.

Om te laten zien welken gunstigen invloed de toevoeging van het zuur
op de onderdrukking van de rottingsbacterién uitoefent, geven we in tabel 1
een overzicht van de proef in molk alleen en in dezelfde melk met glucose
en zuur. Hierin beteekent een cijfer na hoeveel dagen een gisting optrad,
welke Jater bij het openen der buis als boterzuurgisting werd herkend;
r beteekent rottingsgeur (ook de niet-gegiste buizen werdem hier dus op
geur beoordeeld) en r, gevolgd door een cijfer, rottingsgeur en gisting na
het aantal dagen als door het cijfer aangegeven. In het laatste geval kon
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soms naast den rottingsgeur ook boterzuurgeur geconstateerd worden. Een
geval van negatief verloop, dus geen gisting en geen geur, wordt voorgesteld
door —.

Deze proeven werden genomen miot versche melk van de Proefzuivel-

boerderij.
TABEL 1
Proef in viervoud in
Melk van
melk melk-glucose-zuur

28 Juli  1937. r T — — - — —
24 Aug, 1937. r r — — : — — —
1 Bept. 1937, r Y r r — — —
15 1937 . r T r r r3 — — —
23, 1937 . 2 r r r 2 — — —
30 Nov. 1937 . r 2 r 2 r 2 T 2 2 2 2
21 Dec. 1937. r 2 r 2 T r 2 2 2 2
28 1937 . T2 r 4 r 4 T 2 & 3 )
4 Jan. 1938. 2 2 r 2 T 32 3 2 3
18 1938, r 2 r 2 r 2 — 2 2 3 3
15 Febr. 1938 . 2 2 r 2 r 2 2 2 2
16 Maart 1938 . 2 r 2 r v 2 2 3 3
23 ., 1938 . v 3 T T r 2 3 3 r 4

1 April 1938 . T r — — r 4 - — —
8 1938 . 2 2 r r 2 2 2 3
23, 1938 . 2 r r 2 2 2 r 3
2 Mei 1938, T r — — 3 — —_— —
16, 1938 . r — — — — — — —
3, 1938 . T r — — — — — —
15 Juni 1938 . r r — — — — — —
27, 1938 . T r r r -— —_ — —_
4 Juli 1938. r — —_ — — —_ — —
13 1938 . — — —_ — —_ — —_— —
10 Aug., 1938 . r i r —_ —— 3 — — —
2 Sept, 1938 . r r — — 3 — — —
30, 1938 . r r r — r —_ — -—
19 Oct. 1938 . T r — — r 2 — — —
28 1938 . r T r r — — — —

In tabel 2 wordt ecn uittreksel gegeven uit proeven, waarin vergeleken werd
een uitvoering in melk -- zuur met eene in melk-glucose-zuur, om te laten
zien hoe met de laatste voedingsvlceistof in het algemeen cen grooter aantal
buizen positief is. De aanduidingen hebben dezelfde beteekenis als in tabel 1.

In deze tabel zijn alle proeven wit de twee perioden, 4 Augustus 1937
tot 30 November 1937 en 14 Maart 1938 tot 30 April 1938, opgenomen.
Vooral in de tweede der beide perioden, waarin de meclk sterker besmet
was dan in de eerste, is het verschil duidelyk.
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TABEL 2

Proef in viervoud in
Melk van
melk + zuur melk-gluecse-zuur

4 Aug. 1937. . . 2 — | =] =1 =1 =1=
L, 1937. — | = | = | = 2 — | - | =
24, 1937. — — — — 3 — e —
1 Sept. 1937. — — — — — — — —_
15, 1937. 2 — — — — — — —
23, 1937, 2 2 r r 2 2 — —
29, 1937, — — — — 2 2 4 r
6 Cct, 1037, . . . . . — — — — 3 — —
13, 1937, . . . .. r — | -] = 2 ¥ — ] —
26, 1937. . . . .. — ] =1 = =1 =1 =1 =
2 Nov. 1937 . — — — — — — e —
9, 1837. — | =] = | - =] =1 =1 -
6, 1937. — | - = | = 3 3 — | =
23, 1937. — — — — — — —_

30 ., 1937. 4 r — 2 2 2 2
14 Maart 1938, 2 2 r 2 — 2 2 2 —
18, 1818, 2 a N 3 a 3 8
23 . 1938 . — | =] =1 = 2 3 3 r 4
28, 1938 . — | — | - | = 3 3 | =
1 April 1938 . 2 — — —_ r 4 —_— — —_
6, 1938 — | = | = | = 3 3

o, 1938, — — — — 2 2 3 3
19, 1938, 3 — —_ — 3 3 3 3
25, 1938, 3 — — — 3 2 r 3 r 3
20, 1938, 2 r — — 3 3 4 —

Ook op andere wijze kunnen wij het verschil tusschen beide bodems
demonstreeren. Tabel 3 geeft de uitkomsten van alle boterzuurbacterién-

TABEL 3
Aantal Aantal prooven, waarbij
proeven, —
Periode Aantal | ¥earin Oenkhoogo g mm{lta.?,t .
anta. 1 Of meer vor, I'Bg'eﬂ WET'( m b(llde
prosven buizgn melk mellk- gell}}'l'_l
positief + zaur glucose- WATOTL
was Zuur
28 Juli 1937 t/m 30 Nov. 1937 17 10 2 7 1
7 Dee. 1937 ,, 8 Maart 1938 14 14 5} 6 8
11 Maart 1938 ,, 29 April 1938 10 10 1 .1 1
2 Mai 1938 ,, 31 Oct. 1938 7 14 4 7 3
Totalen . . . . . 118 48 7 28 13
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proeven, welke van 28 Juli 1937 tot en met 31 October 1938 genomen
werden, verdeeld over 4 tijdvakken, zooals in kolom 1 vermeld is. Kolom 2
geeft aan hoeveel proeven in ieder dezer tijdvakken genomen werden,
Hicrbyy was ecen aantal procven, die in beide bodems negatief resultaat
gaven. Het aantal proeven, waarbij in 1 of meer van het achttal buizen
(als gewoonlijk worden de proeven zoowel met melk + zuur als met melk
glucose -+ zuur in viervoud gedaan) ech positief resultaat genoteerd werd,
vindt men in kolom 3. De daarop volgende kolommen geven een overzicht
van het aantal gevallen, waarbij met melk - zuur een grooter aantal buizen
gistte, waarbi) met melk -+ glucoze -+ zuur cen grooter aantal buizen een
positief resultaat gaf en waarbij het resultaat in beide reeksen gelijk was.

De uitkomsten in deze tabel zijn overeenkomstig de verwachting. In de
eerste periode, waarin cen matige besmetting der meclk bestaat, is de
methode met melk-glucose-zuur duidelijk gevoceliger. In de tweede periode
is het wvorschil tusschen beide niet groot {in 8 gevallen gelijke uitkomst).
Doch dit vindt zijn verklaring in het feit, dat in deze periode de melk zeer
sterk besmet was, waardoor by onderzoek van hoeveclheden van 10 mi
melk het verschil ook niet groot kan zijn, In deze periode zou de vergelijking
eigenlijk gemaakt mocten ziin bij onderzoek van hooveelheden van 1 mi
melk. In de derde periode is de besmetting weer matig en hior iz dus de
methode met melk-glucose-zuur duidelijk aantoonbaar beter. In de vierde
periode is het verschil niet zoo sprekend. Doch in deze periode was de
hesmetting der mcllk zeer gering, zoodat hier het tooval beheorseht in welke
der 8 buizen de geringe infectic merkbaar wordf., Toch leidé ook zelfs hicr
het gebruik van glucose tot een beter resultaat,

Ten slotte geeft tabel 4 het resultaat van enkcle proeven, waarbij ver-
geleken werd een pasteurisatie na de toevoeging van glucose en zuur en
een pasteurisatic van de te onderzocken melk voor de toevoeging van deze
stotfen. Deze proeven zijn genomen in cen tijd, dat in vele V.buizen cen
gisting door facultatief anacrobe bacterién (B. pabuli) optrad.

Indien wij in de twee helften dezer tabel het aantal buizen vergelijken,
dat wel gisting vertoonde, doch geen boterzuurgeur had, dan blijkt daaruit,
dat inderdaad een pasteurisatic van de melk védr de toevoeging van glucose
en zuur minder hinder van gisting door andere sporevormende bacterién
dan boterznurbacterién geeft. Daar echter de hinderende bacterie lang niet
altijd in melk voorkomt en de uitvoering der boterzuurbacteriénproef een-
voudiger is als na de toevoeging gepasteuriseerd wordt in de V-buizen zelf,
blijven wij de voorkeur geven aan een pasteurisatie na de toevoeging, vooral
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TABEL 4

Toevocging vodr pasteurisatie | Toevoeging na pasteurisatie

Proef vamn;

H) ml melk 1 mi melk i0 ml melk 1 ml melk
23 Januari 1939:
gisting na dagen . 22212123 —(—|212f{2121218—|—
boterzuurgeur. . + 1+ {+ |+ ]+ 4114+ 1+ ]+
30 Jamari 1939:
gisting ne dagen . . . f 212 |r27 2} 213 |—|—|2|2(2]|—|—|—1—|—
boterzuurgeur. . +1+14+]— — 4+ 141+

6 Februari 1939:
gisting na dagen . .
boterzuurgeur. . . . .

|
l
|
I
1
l
J
1

+ e
I w
|
I
+

13 Februari 1936:

gisting na dagen . . () 2 |—j—|—¥2 )2 |——|r2fe3]—]|—| & |—fj—]|—
buterzuurgeur. . . . . 4 — ] — + | +

omdat door den gour zeer goed gecomstateerd kan worden of boterzuur-
gisting opgetreden is of niet.

KORT OVERZICOT

Boterzuurbacterién kunnen van groot nadeel zijn voor de kaasmakerij.
Het is daarom gewenscht een methode te bezitten, waarmede op eenvoudige
wijze in melk en andere stotfon boterzuurbacterién kunnen worden aangetoond.
Bij de beschreven methode wordt als hoofdbestanddecl van den voedings-
bodem melk gebruikt, Het voordeel hiervan is, dat voor het enderzoek van
melk hiervoor de te ondetzoeken melk zelf gebruikt kan worden.

Voor het onderzoek van melk gaat men als volgt te werk. 50 ml worden
gebracht in een kolfje en men voegt, onder schudden, 1 ml 25 % glucose-
oplossing en 1 ml nfl zuur {melkzvur, zoutzvur of zwaveclzuur) toe. Met dit
mengsel vult men 4 V.vormige buizen zoodanig, dat het korte been onder
de rubberstop door zwenken geheel gevuld is en in het andere, langere
been slechts weinig vloeistof is. Op het vloeistofoppervlak wordt 1 ml
parafiineolie gegoten. De buizen worden in een rek of bak geplaatst cn
door zoo diep mogelijke onderdompeling in een waterbad gedurende 10 minuten
op 80° C verhit. Na afkoeling in een waterbad van 40° C worden de buizen
in een thermostaat van 35° & 40° C geplaatst. Die buizen worden positief
gerekend, waarvan binnen 3 etmalen het korte been nagenoeg geheel met
gistingsgas gevuld is en waarvan de vloeistof boterzuur- of butylalkoholgeur
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heeft. De geur wordt bepaald door de rubberstop af te nemen en de vloeistof
uit te gieten in een schaaltje. In een onduidelijk geval kan men in het
schaaltje nog iets verdund zwavelzuur tocvoegen; de hoterzuurgeur, zoo er
boterzuur is, wordt dan duidelijker. Buizen zonder boterzuurgeur rekent
men negatief, al is er gasvorming.

Bj sterke besmetting kan men ook kleinere hoeveelbeden melk onder-
zocken. Hiertoo wordt dezelfde bowerking als hierboven uitgevoerd met
gesteriliseerde centrifugemelk en vadr de pasfeurisatic in de V-buizen 1 ml
of 0,1 ml van de te onderzocken melk gepipeteerd en gemengd door
omzwenken. ‘

Voor het onderzoek van andere stoffen kan men op dezelfde wijze te
werk gaan.

Het is noodzakelijk, dat het gebruikte glaswerk en de gebruikte vloei-
stoffen zorgvuldig gesteriliseerd zijn.

ZUSAMMENFASSUNG

EINE BUTTERSAUREBAKTERIENPROBE, BESONDERS GEEIGNET
FUR DIE MILCHUNTERSUCHUNG

Buttersaurebakterien sind gefihrliche Feinde fir den Kiisereibetrieb.
Sie kénnen in den Kise gelangen wenn z. B. das Milch- oder Kisegerit
verborgene Schmutzstellen aufweist oder wenn das Vieh mit buttersiure-
bakterienhaltigem Futter gefiittert wird. Es ist besonders in den wéirmeren
Jahreszeiten (Frihling, Sommer) erwiinscht Milch zu verarbeiten, welche
keine Buttersiurchakterien enthilt. Deshalb wire es niitzlich iiber eine
Methode zu verfiigen, womit auf cinfache Weise Buttersiurebakterien in
Milch nachgewiesen werden kdnnen.

Bei der beschricbenen Methode, ciner Girungsprobe, wird die zu unter-
suchende Milch als Nahrboden benutzt, Weil aber Cl tyrobutyricum (8),
das cigentliche kiseschidigende Buttersiurcbakterium, keinen Milchzucker
vergirt, jedoch Traubenzucker wohl, musz ¥, %, Traubenzucker {1 ml 25 9 -ige
Losung pro 50 ml Milch) zugesctzt werden. Eine Pasteurisierung dient dazu,
die nicht-sporenbildenden Bakterien, welche stéren wiirden (z. B. Milch-
siurebakterien, coliartige Bakterien), zu vernichten. Weil Milch &fters grosze
Mengen von Fiulnisbakterien enthilt (besonders wenn auch Buttersiure-
bakterien anwesend sind), die bei der Pasteurisation auch am Leben bleiben
(B. putrificus} und sehr stérend sind, soll die Entwicklung dieser Bakterien
verhindert werden. Das kann man erreichen mit Siurezusatz.

Obwohl die Wachstumsgrenze der Faulnisbakterien bei einem pH von
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ungefihr 4,5 bis 4,7 liegt, ist cin so niedriges pH fiir die Wachstumshemmung
der Fiulnishakterien bei der kurzen Dauer des Versuches nicht notwendig,
ja sogar unerwiingcht, weil dann die Bottersiurebakterien zu schwierig
angehen. Ein pH von 5,5 ist niedrig genug. Bs wird darum zu 50 ml Milch
auch noch 1 ml n/l Sdure (Milchsiure, Salzsfiure) zugesetzt.

Die Garungsprobe wird ausgefithet in V-farmigen Réhrchen. Das kiirzerc
Bein wird ganz gefillt und soll ungefihr 10 ml enthalten. Dieses Bein ist
geschlossen mit einem Gummistopsel. Die Entwicklung aerober sporen-
bildender Bakterien wird unterdriickt indem die Flissigkeit im lingeren
Bein mit Paraflintl vor Luftzutritt geschiitzt wird.

Es ist ein Gummiverschlusz gewihlt damit diec Réhrchen besser gereinigt
werden konnen und der Geruch der Flissigkeit am Ende des Versuches
an der Scite festgestellt werden kann wo sich kein Paraffingl befindet
(Ausgieszen in ein Schilchen und riechen, bzw. nach Zusatz von ein
wenig verdiinnter Schwefelsiure), Hs gibt nimlich fakultativ anaerobe
Bakterien vom Typus B. pabuli (11), die eine Gérung hervorrufen aher
keinen Buttersiuregeruch verursachen.

Die Probe ist positiv wenn nach hichstens 3 Tagen hei 33°—40° € eine
deutliche Girung beobachtet wird (das kiirzere Bein ganz mit Gas gefiillt)
und Buttersiure- oder Butylalkoholgeruch festgestellt wird. Leider kann
man mit dieser Probe nicht CL tyrobutyricum allein nachweisen. Auch das
nicht kdsegefihrliche Cl. saccharobutyricum wichst in Milch-Traubenzucker-
Siure. Um zu entscheiden welche dicser Bakterienarten anwesend ist kann
man iberimpfen in Mannit- und Laktat-Nihrboden (8). Dieses Verfahren
nimmt aber viel Zeit in Anspruch.

Ausfihrung: Steriles Glasgerit ist unbedingt nétig.

Milch: In einem Kolbchen mit 50 ml der zu untersuchende Milch wird
vorsichtig unter Schiitteln 1 ml der Sdure- und 1 ml der Traubenzucker-
losung zugesetzt. 3 bis 5 V-Rohrchen werden gefiillt und 1 ml Paraffing]
wird zugefligt nm die Fliissigkeitsoberfliche von der Luft abzuschlieszen.
Man stellt die Rohrchen in einen Gestell und erhivzt sie im Wasserbad
wihrend 10 Minuten auf 80°C. Nach Abkihlung zu 40°(C werden sie
bebriitet bei 35°—40° C. Nach 3 bis 4 Tagen wird festgestellt ob Girung
aufgetreten ist und wie der Geruch ist.

Wenn die Mileh niar wenige Buttersiurebakterien enthilt, wird Garung
nur in eins ven 3 oder 4 Parallellréhrchen beobachtet; wenn die Milch stark
verunreinigt ist mit Buttersiurebakterien, findet Gérung in allen Paraflell-
rohrchen statt.

Wenn die Milch viele Buttersiurebakterien enthilt, kann man auch
kleinere Menge wuntersuchen. Dann gebraucht man sterileM agermilch mit
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Siure- und Zuckerzusatz und impft 1 ml eder 0,1 ml in den V-Rhrchen
{gut mischen).

Auch in anderen Stoffen kann man auf diese Weise Buttersinrebakterien
nachweisen.

SUMMARY

A BUTYRIC ACID BACTERIA TEST FOR MILK
AND OTHER SUBSTANCES

Butiyric acid bacteria are dangerous enemies in cheese making. Cheese
may be contaminated with them because of invisible dirt in the milking
and checse making apparatus or when the cows are fed on food which
underwent a butyric acid fermentation (silage). It is desirable to make
cheese from butyric acid bacteria free milk, especially in the warmer seasons
(spring, summer), A simple method to detect these bacteria in milk may
be useful.

With the described method, a fermentation test, the milk to be tested
is used as the main constituent of the nutritive medium. However,
Cl. tyrobutyricum (8), which causeg the butyric acid fermentation in chescse,
does not ferment lactose., So it is necessary to add 0,5 9 dextrose (1 ml
of a 25 %, solution to 50 ml of milk). The milk must be pasteurised to ged rid
of the non spore forming bacteria {(e. g. lactic acid bacteria, coliform bacteria)
which would spoil the test. As milk may contain a large number of putrefactive
bacteria, which would make it impossible to judge whether a butyric acid
fermentation took place, the development of these must be checked. Though
the pH-limit for the spore forming putrefactive bacteria is 4,5—4,7 a pH
as low as this one is not necessary for the short period the test lasts.
Moreover the lowest possible pH would cause a too slow growth of the
butyric acid bacteria. An addition of 1 ml n/l acid (lactie acid, hydrochloric
acid) to 30 ml of milk is sufficient {pH about 5,5).

Aerobic spore forming bacteris are checked by anaerobic cultivation,
using liquid parafiine.

The fermentation test is carried cut in V-shaped glass tubes. The shorter
part of these is filled with the liquid and contains about 10 ml. This part
is closed with a rubber stopper, the longer part with cotton wool. As a
rubber stopper is used the cleansing of the tubes is very easily done, This
rubber stopper allows to judge the odour of the fermented liquid. The
liguid may be poured into a dish; an addition of some dilute sulphuric acid
is useful for the estimation of the smell. This must be done becaunse
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sometimes there is a fermentation of facultative anaerobic bacteria (e. g.
B. pabuli (11); however these do not produce butyric acid.

The test is positive when alter three days at 35°—40°C a distinet
fermentation has taken place and the smell of butyric acid or butyl aleohol
can be obsorved in the fermentation liguid.

It iz not possible to know whether the fermentation is cffectuated by
CL. tyrobutyricum or by CL saccharobutyricum, This can only be proved
by subsequent cultivation in mannite- and sodiom lactate medium (8),

Procedure: The use of sterilised flasks and pipettes, ete. is absolutely
Necessary.

For milk: To 50 ml of the milk to be tested are added 1 ml of the acid
solution and 1 ml of the dextrose solution (shaking is necessary to provenb
the clotting of the milk). Then 3—05 V-tubes are filled; 1 ml liguid paraffine
is put on the surface of the liguid (for anacrobic cultivation), The tubes
are put into a frame and pasteurized in a water bath (the largest possible
part of the tubes must be immersed) at 80° C during 10 minutes, After
cooling in water of 40° C' they are put into an incubator of 35°—40° C, Tubes
which show fermentation within 3—4 days and the liquid of which has
butyric acid or butyl aleohol smell are the positive ones.

T the milk containg few butyric acid bacteria, only one out of 3 or
4 tubes is positive. When the milk is seriously contamined all of the tubes
are positive. '

Milk containing a large number of butyric acid bacteria may also be
tested in smaller guantities e. g. 1 mi or 0,1 ml, In that casc the V-tubes
are filled with a mixture of sterilized tap milk to which acid and dextrose
have been added and inoculated with 1 ml or 0,1 ml of the milk sample
{mix well).

For other substances: Procced in the same way as with small quantities
of milk.
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